Avaliação da capacidade de adesão e produção de biofilme em enterococos clínicos e alimentares by Fonseca, Joana Filipa Sochas Germano da, 1987-
 Universidade de Lisboa 
 
Faculdade de Ciências 
 
Departamento de Biologia Vegetal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Avaliação da capacidade de adesão e produção de 
biofilme em enterococos clínicos e alimentares 
 
 
 
Joana Filipa Sochas Germano da Fonseca 
 
Mestrado em Microbiologia Aplicada 
 
 
 
2010 
 
 
 
ii 
 
Universidade de Lisboa 
 
Faculdade de Ciências 
 
Departamento de Biologia Vegetal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Avaliação da capacidade de adesão e produção de 
biofilme em enterococos clínicos e alimentares 
 
 
Joana Filipa Sochas Germano da Fonseca 
 
Mestrado em Microbiologia Aplicada 
 
 
2010 
 
 
Dissertação orientada pela Doutora Teresa Maria Leitão Semedo Lemsaddek 
Investigadora Auxiliar, (Faculdade de Medicina Veterinária, Departamento de 
Produção Animal e Segurança Alimentar, Secção de Tecnologia dos Produtos 
Animais. Avenida da Universidade Técnica- Pólo da Ajuda 1300-477) e pelo 
Professor Mário Santos (Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciências, 
Departamento de Biologia Vegetal, Campus da FCUL, 1749-016 Lisboa, Portugal). 
iii 
 
  
 
Agradecimentos 
 
Em primeiro lugar gostaria de agradecer a toda a minha família pelo apoio constante e 
porque sem eles este trabalho não teria sido possível. 
Um grande “OBRIGADA” a todos vocês. Gosto muito de todos e nunca vou esquecer o 
vosso apoio!!! 
Gostaria de agradecer aos Professores Mário Santos, Teresa Semedo e Rogério 
Tenreiro, à Professora Lélia Chambel por se ter mostrado sempre preocupada e disposta a 
ajudar, à Prof. Doutora Ana Tenreiro por ser uma das responsáveis do laboratório do ICAT e 
portanto por todas as dúvidas esclarecidas e apoio técnico. 
Agradeço ainda ao Abdelhak Lemsaddek (Adbouu), por ter sido o apoio na ausência da 
Teresa, e a todos os elementos do laboratório principalmente á minha colega de bancada, Lara 
Lino por ter estado sempre lá para mim! 
À Joana Madeira, que chegou a meio do ano, mas que também se mostrou sempre 
disponível. 
A todos os restantes membros do laboratório, nomeadamente à Sandra Chaves e ao 
Gonçalo/ Bernardo Costa, por me terem ajudado e apoiado em termos técnicos, ao longo do 
ano inteiro.  
Agradecer aos meus amigos, principalmente à Ana Rita Gomes, à Cátia Pinto, ao Bruno 
Inácio e ao Ricardo Mata, por me terem “aturado” e apoiado nos momentos menos bons, e 
quando eu estava prestes a desistir. 
Por fim, agradecer à REPRO2000 o favor enorme que me fez em me conseguir 
entregar esta tese de Mestrado pronta a tempo! Muito obrigada a todos os que 
contribuíram para que fosse possível!  
Um Muito Obrigado a todos!!! 
 
 
 
 
 
iv 
 
Resumo 
Os enterococcus, são patogéneos habitantes naturais da microbiota intestinal do 
Homem e provocam inúmeras infecções sendo a sua virulencia agravada pela presença de 
determinantes genéticos, muitos dos quais permitem a interação com o hospedeiro bem como 
a colonização das superficies e consequente formação de biofilmes. Estas estruturas protegem 
os microrganismos de inumeros factores ambientais principalmente do efeito dos antibioticos, 
contribuindo assim para a sua persistência. O facto de se estabelecerem em inumeras 
superficies e instrumentos médicos faz com que sejam considerado um factor de virulência 
associado ao género. 
Neste estudo foram utilizados 16 estirpes de Enterococcus, de diferentes espécies e 
origens, sendo o objectivo comparar a capacidade de produção de biofilme entre isolados 
clínicos e alimentares, após crescimento em meios simulando condições de colonização- o 
meio “skim milk”- e meios simulando infecção como urina, soro e BHI. Comparou-se ainda a 
influência de factores como o pH (6.0; 7.0 e 7.4), a temperatura (30ºC e 37ºC) e a 
osmolaridade (0%NaCl, 2.5%NaCl, 5% NaCl e 6.5% NaCl) na produção de biofilme, e estudou-
se a contribuição de genes como o esp, gelE, agg e efaA, entre outros, bem como a sua 
expressão, nos diferentes meios de forma a evidenciar a importância dos mesmos para a 
capacidade de adesão e formação de biofilme das estirpes. 
Com este estudo concluímos que parece existir uma maior capacidade de adesão e 
formação de biofilme por parte dos isolados alimentares quando comparados com os clínicos, e 
que esta capacidade depende do meio em questão e não tanto da origem do isolado. Factores 
como a temperatura, a osmolaridade e o pH mostraram condicionar a formação de biofilme, 
que depende igualmente da adaptação do isolado ao novo meio, por alteração da expressão 
génica de factores como adesinas, e proteinas de superficie envolvidas no processo de 
adesão. A composição do meio mostrou afectar igualmente a expressão génica, sendo a urina 
e o meio BHI os que mais promovem o aumento de expressão dos genes em estudo.  
Mais estudos serão necessários de forma a avaliar com exactidão a contribuição 
destes determinantes para o iniciar do processo de formação de biofilme, não descurando o 
objectivo final que é a tentativa da sua erradicação, nomeadamente na industria clinica e 
alimentar.  
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Abstract 
 
The enterococci, natural inhabitants of the human intestinal flora are the major cause of 
several infections and their virulence potential is due to many genetic determinants wich allow 
the interaction with the host tissues, as well as surface colonization and therefore, biofilm 
production.  Biofilms protect the microorganisms from innumerous environmental factors like 
antibiotic action and so, these structures are notoriously and extremely hard to eradicate.  Their 
ability to bind to various surfaces and medical devices is considered a major virulence factor 
directly related to this genus. 
In the present study 16 strains of Enterococcus were used in order to compare the 
ability of clinical and food isolates to bind and produce biofilms after growth in media simulating 
environmental colonization (skim milk) and infection sites: urine, BHI and serum.  We also 
compared the influence of pH (6.0; 7.0 e 7.4), temperature (30ºC e 37ºC) and salt 
concentrations (0%NaCl, 2.5%NaCl, 5% NaCl e 6.5% NaCl) in the production of biofilms, as 
well as the importance of some determinants and enterococcal virulence gene expression of 
esp, gelE, fsrB and epa.  
With this report we can conclude that apparently the food strains have a larger potential 
to bind and produce biofilms when compared with clinical isolates, and this ability depends more 
of the growth media than of the strain origin. Environmental factors like pH, temperature and 
osmolarity affect the biofilm production, which also depends on the ability of the isolate to adapt 
to the new conditions and modulate is genetic expression of determinants like adesins and 
surface proteins involved in the adhesion process. The composition of the media also affect 
gene expression being urine and BHI the ones that promote an over expression of the majority 
of the genes leading to a significantly increase in mRNA levels.  
More studys will be necessary in order to evaluate the accurate contribution of these 
virulence determinants to the adhesion process and biofilme production, always attending to the 
final goal wich is biofilme eradication in both clinical and food industries. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Caracterização do género Enterococcus spp. 
 
O género Enterococcus spp. é composto por bactérias ácido lácticas  pertencentes ao 
Filo Firmicutes que surgem usualmente aos pares (diplococos) e foram inicialmente 
classificados como cocos entéricos Gram +, sendo, a partir dos anos 30 classificados como 
streptococcus do grupo D de Lancefield e diferenciados dos restantes devido às suas 
propriedades bioquímicas (4,29,39). A partir de 1980, com recurso a estudos moleculares e 
bioquímicos mais pormenorizados, chegou-se à conclusão que estes microrganismos eram 
suficientemente diferentes dos outros Streptococcus para constituir um género próprio. Os 
enterococos têm a capacidade de crescer entre 10-45ºC, a pH 9.6, na presença de 6.5% de 
NaCl, de sobreviver durante 30 minutos a 60ºC, de hidrolisar a esculina na presença de sais 
biliares e de reagirem ao antigénio D (constituído por ácido teicóico e glicerol (39, 
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Enterococcus). 
Este género é composto por organismos anaeróbios facultativos, não esporulados mas 
resistentes a uma enorme variedade de condições ambientais. Têm um baixo conteúdo em 
G/C’s e, tal como todas as bactérias ácido-lácticas, têm como principal produto fermentativo o 
ácido Láctico. Quimiorganotróficas e catalase negativas, apresentam usualmente a capacidade 
de provocar a beta (β) hemólise de eritrócitos humanos em ágar de sangue (4,35). São 
habitualmente encontrados no tracto gastrointestinal de humanos e animais, podendo 
igualmente ser isolados a partir do solo, água, plantas e produtos alimentares como leite, queijo 
e carnes, sendo a sua disseminação potenciada pela sua elevada capacidade para suportar 
condições ambientais adversas (29,34,35,39). 
Tradicionalmente vistas como comensais, estas bactérias são agora reconhecidas 
como patogénicas oportunistas e associadas a cuidados de saúde, sendo responsáveis por um 
crescente número de infecções em humanos e animais (4, 17, 25, 39). Inúmeras espécies têm 
sido identificadas como pertencentes ao género Enterococcus 
(http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html), no entanto, são Enterococcus faecalis e 
Enterococcus faecium as que mais contribuem para a maioria das infecções causadas em 
humanos (29,39). 
 
1.2. Enterococos em produtos alimentares 
  
Existe uma variada gama de culturas bacterianas que são usadas em produtos 
alimentares sob a forma de probióticos ou culturas starter, de forma a promover o 
melhoramento dos alimentos e a beneficiar a saúde humana. Inúmeras espécies de bactérias 
ácido lácticas são usadas com este fim, sendo o género Enterococcus o mais controverso, uma 
vez que não é unânime o reconhecimento do género como seguro, pelas agências de 
segurança alimentar, quer na Europa, quer nos Estados Unidos (7,17, 35). Amplamente 
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difundido em inúmeros habitats, os enterococos estão presentes em diversos alimentos 
(queijos tradicionais, salsichas e produtos fumados, derivados lácteos entre outros) (2,3,4), 
sendo responsáveis pelas características organolépticas dos mesmos  e têm sido usados como 
probióticos humanos, uma vez que conseguem sobreviver e competir no tracto gastrointestinal, 
promovendo o balanço da microbiota do mesmo (3). São ainda utilizados como culturas starter 
no fabrico de queijos tradicionais de alguns países do Sul da Europa (França, Espanha, 
Portugal, Itália, Grécia) e em produtos fumados. Nestes casos estas culturas estão associadas 
ao melhoramento dos aromas, sabores e texturas devido à sua actividade proteolítica e 
esterolítica, e ao facto de produzirem uma variedade de bacteriocinas activas contra 
patogéneos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e 
Vibrio cholerae (29,34, 35). 
 No entanto, a presença de Enterococcus em produtos alimentares é um tema 
altamente controverso, pois para além do seu papel benéfico, estes podem também ser 
nocivos para a saúde. Podem ser responsáveis pela degradação de produtos como carnes, 
vinho, cerveja e sumos de fruta, produzir compostos como amimas biogénicas e ser sinónimo 
de contaminação fecal (3,17), portanto, a inclusão deste género bacteriano em alimentos 
continua a ser alvo de inúmeros estudos, permanecendo sempre o risco associado de possível 
transferência de resistências e factores de virulência para as estirpes humanas (29). 
Estirpes como Enterococcus casseliflavus, E. durans, e E. hirae são comummente 
encontradas em produtos lácteos e queijos, no entanto E. faecalis e E. faecium são as 
principais a serem utilizadas como probióticos, promovendo o desenvolvimento da microbiota 
intestinal, fortalecendo o sistema imunitário e reduzindo a inflamação, mas sendo as mesmas, 
as principais causadoras de infecção e as mais frequentemente isoladas em amostras clínicas 
(17, 29). 
 
1.3. Patogenicidade associada ao género Enterococcus 
 
Os enterococos são a principal causa de infecções associadas aos cuidados de saúde 
(IACS) sendo responsáveis por cerca de 180.000 casos de infecções generalizadas, por ano, 
nos Estados Unidos (http://emedicine.medscape.com/article/216993-overview). Causam uma 
variedade de patologias como infecções urinárias, de feridas cirúrgicas, pélvicas e intra-
abdominais, bacterémias e endocardites, e ainda meningites e infecções do sistema nervoso 
central, bem como septicémias e pneumonias (34). O género Enterococcus tem vindo a 
emergir como principal responsável por infecções nosocomiais em humanos, de entre as quais, 
aproximadamente 80% são devidas à espécie Enterococcus faecalis (36). 
No entanto, Enterococcus avium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans e E. 
raffinosus podem também causar infecções em humanos, sendo que, na maioria dos casos, as 
estirpes são originárias da própria microbiota do paciente (34). Quando ocorrem em pacientes 
debilitados como doentes com tumores, que sofreram transplantes, com insuficiências renais 
ou hepáticas ou como parte de uma infecção polimicrobiana, as infecções provocadas por 
enterococos tornam-se mais perigosas. Para além do mais, as bacterémias provocadas por 
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estirpes resistentes a antibióticos como a vancomicina, prolongam o tempo de estadia dos 
pacientes no hospital, o que se traduz num aumento da mortalidade em cerca de 37% 
(http://emedicine.medscape.com/article/216993-overview). A sua capacidade para adquirirem 
genes que codificam para resistência a antibióticos combinada com a sua natural resistência a 
vários compostos antimicrobianos e o facto de sobreviverem em ambientes extremos, faz 
destas bactérias sobreviventes excepcionais (7). 
 
1.3.1. Resistências a antibióticos 
Os Enterococcus apresentam uma tolerância intrínseca a alguns β-lactâmicos como  
penincilinas e cefalosporinas,  e a antibióticos como aminoglicósidos, rifampicina,  
sulfonamidas e fluoroquinolonas. Além disso, adquirem com facilidade determinantes genéticos 
(e.g. plasmídeos e transposões) que lhes conferem resistência a glicopéptidos (e.g. 
vancomicina) ou ao cloranfenicol. Assim, esta resistência a uma vasta panóplia de fármacos 
dificulta a sua erradicação, principalmente nos ambientes hospitalares (15,17,39). 
Na última década o número de enterococos resistentes à vancomicina (VRE- 
Vancomycin Resistant Enterococci) encontrados em amostras clínicas tem vindo a aumentar, 
tanto nos Estados Unidos como na Europa (incluindo Portugal). Desde que surgiu em 1989, a 
resistência a este composto aumentou drasticamente, passando a mais de 28% em 2003 (17, 
http://emedicine.medscape.com/article/216993-overview). A resistência à vancomicina pode ser 
intrínseca ou adquirida, por transferência dos genes vanA/vanB/vanD/vanE e vanG. A 
aquisição desta resistência tem afectado os tratamentos e o controlo do processo infeccioso já 
que estas estirpes são normalmente mais virulentas e a sua eliminação é quase impossível, 
uma vez que a vancomicina é usada como derradeira solução terapêutica (17). 
Quando comparamos resistências a antibióticos entre isolados clínicos e alimentares, 
verificamos um comportamento distinto entre os mesmos, uma vez que os enterococos 
presentes nos alimentos não são, em regra, resistentes aos antibióticos com importância 
clínica (ampicilina, penincilina, vancomicina e gentamicina), indicando, que, possivelmente, os 
isolados alimentares não apresentam uma probabilidade de transferência de resistências às 
estirpes humanas tão elevada como os isolados clínicos (17, 29). 
 
1.3.2. Produção de biofilmes 
Um biofilme é uma população de células ligadas irreversivelmente a uma superfície biótica 
ou abiótica e envolvida por uma matriz extrapolissacarídica contendo proteínas, ácidos 
núcleicos e outras substâncias. São muitas vezes definidos como comunidades biológicas com 
elevado grau de organização que se podem formar, teoricamente, em qualquer superfície e 
ambiente.  
A formação de um biofilme é um processo complexo que envolve várias fases: 
1) ligação e a imobilização das células de vida livre (planctónicas) a uma superfície 
(colonizadores primários) 
2) crescimento, multiplicação e interacção célula a célula,  
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3) formação de microcolónias e segregação extracelular de componentes polissacarídicos 
4) desenvolvimento e maturação das microcolónias, agregação dos colonizadores 
secundários, formação de coagregados  e maturação do biofilme 
5) Ruptura do biofilme e dispersão das células para outras superfícies 
Algumas destas etapas estão presentes nas Figuras 1  e 2. 
 
 
 
Estas estruturas podem ser constituídas por uma ou por várias espécies e são 
influenciadas por factores como a disponibilidade de nutrientes, de iões como cálcio, magnésio 
ou zinco, de CO2, e pela temperatura e osmolaridade do meio. São entidades dinâmicas, 
embora fisicamente imobilizadas e a sua composição vai-se alterando ao longo do tempo.  
Quando em estado de biofilme as bactérias conseguem suportar a presença de 
maiores concentrações de antibióticos, relativamente ao estado de vida livre, são mais 
resistentes aos fagócitos, conseguindo evadir-se ao sistema imunitário do hospedeiro, estão 
mais receptivas a trocas de material genético, e também as suas taxas metabólicas se alteram 
(17, http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol7no2/donlan.html).  
A formação de biofilme é muitas vezes regulada por mecanismos de quorum-sensing, 
formas de comunicação intra e interespécies microbianas, que permitem aos microrganismos 
modular o seu comportamento, alterando a expressão génica e sendo a base do processo as 
variações nas densidades populacionais (17,48). 
Os biofilmes são de difícil erradicação, causando muitas vezes infecções crónicas (17) 
como endocardites, infecções renais e fibrose cística, estando também relacionados com o 
surgimento de infecções nosocomiais pois surgem em aparelhos e instrumentos médicos 
(9,13,17). Normalmente, os biofilmes que surgem nestes aparelhos são compostos pelas 
espécies bacterianas Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, e Streptococcus viridans,  bem como pelas bactérias gram negativas Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa 
(http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol7no2/donlan.html). O género Enterococcus tem sido descrito 
como formando biofilmes em vários aparelhos médicos como cateteres, lentes intra oculares e 
válvulas cardíacas, sendo responsáveis por endoftalmites, infecções de feridas cirúrgicas e 
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ainda infecções periodontais (9, 13, 17,42). Estudos recentes demonstraram já a capacidade 
de aderência, in vitro, a materiais como o silicone, poliestireno e o acrílico, que são usualmente 
os materiais constituintes dos aparelhos já mencionados (9,13,17). 
 
Virtualmente, qualquer superfície que combine certas condições nutricionais e de 
humidade é susceptível à formação de um biofilme, significando portanto que os biofilmes 
podem afectar qualquer indústria como a de manufactura de papel, sistemas de arrefecimento, 
aparelhos médicos e de processamento de alimentos. A capacidade que estas bactérias têm 
de se instalar em equipamentos e superfícies existentes na indústria alimentar, pode 
comprometer a higiene das mesmas e actuar como reservatórios de patogéneos e 
microrganismos responsáveis pela degradação dos alimentos. A sua existência pode, em 
última análise, provocar contaminações e infecções alimentares, representando graves riscos à 
saúde do consumidor. Por terem a capacidade de fazer com que haja dispersão das células 
que os constituem, disseminando-as e fazendo com que estas inoculem outros locais, os 
biofilmes, são estruturas de difícil eliminação (48). 
 Muitos autores relacionaram já a capacidade de formação de biofilme com a presença 
de inúmeros factores de virulência como os genes esp, gelE, fsrB e toda uma gama de novos 
genes que se pensam estarem envolvidos na formação destas estruturas como os genes bee, 
bop, salB, epa e acm (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Lista de genes envolvidos na formação de biofilme 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gene Descrição 
Locus fsr, gene fsrB Regulador transcricional dos genes gelE e sprE 
gelE Gelatinase 
sprE Protease de serina 
Ace Adesina de ligação ao colagénio em  E.faecalis 
Acm Adesina de ligação ao colagénio em E.faecium 
Agg Substância de agregação 
Esp Proteína de superfície 
efaAfs   Enterococcus faecalis antigen A 
efaAfm Enterococcus faecalis antigen A (homólogo em E.faecium) 
Epa Polisacárido cápsula 
Bee Biofilm enhancer in Enterococcus. Proteína de superfície. 
Bop Biofilm on plastic. Regulador transcricional. 
salB Secretory antigen like B. Determinante de forma celular 
Operão ebp (A/B/C) Endocarditis and biofilm  associated pili. 
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1.3.2.1. Factores de virulência  
 
Para causarem infecção, os enterococos têm de possuir factores de virulência que lhes 
permitam colonizar e invadir os tecidos do hospedeiro e circularem através das células 
epiteliais, escapando ao sistema imunitário do mesmo (2). Estes determinantes são, 
usualmente, proteínas de ligação a receptores das células hospedeiras, ou de reconhecimento 
e ligação a outros péptidos, adesinas, invasinas, exoenzimas, proteases e proteínas 
extracelulares de superfície que permitem o acesso fácil da bactéria ao tecido a colonizar, 
acelerando o processo infeccioso (29, 34). A maioria destes genes ao serem considerados 
factores de virulência contribuem igualmente para a capacidade que as bactérias têm de aderir 
a superfícies e formar biofilmes, como já foi referido anteriormente. Alguns destes factores de 
virulência são codificados por plasmídeos conjugativos, ou rearranjados no genoma, existindo 
em ilhas de patogenicidade (29). A expressão destes factores não é essencial para a 
patogenicidade das estirpes, no entanto tem um impacto na gravidade da infecção provocada.  
Relativamente aos isolados alimentares, pensa-se que estes possam contribuir para o 
disseminar dos factores de virulência, em vez de serem causa directa da infecção, uma vez 
que vários estudos têm demonstrado a maior prevalência de determinantes de virulência em 
estirpes clínicas, relativamente às alimentares (29,34). 
No grupo das adesinas incluem-se as proteinas EfaAfs (Enterococcus faecalis antigen 
A), EfaAfm, Esp (‘Enterococcal Surface Protein’), AS (Aggregation Substance), e as de adesão 
ao colagénio Acm e Ace. Todas estas proteínas têm um papel no reconhecimento e ligação à 
célula hospedeira e a proteínas da matriz extracelular bem como na conjugação bacteriana. 
 
Enterococcus faecalis antigen A, efaA, é o gene responsável por uma proteína (EfaA, também 
designada por antigénio A) e pode ser encontrado em pacientes com endocardite. De peso 
molecular elevado, esta proteína apresenta homologia com as já descritas FimA e SsaB de 
Streptococcus e pensa-se que, tal como as anteriores, seja parte de um sistema de transporte 
ABC. Envolvida na ligação ao epitélio do tracto intesinal e translocação para os tecidos 
adjacentes, para início do processo de infecção, a proteína EfaA está relacionada com a 
capacidade de adesão de Enterococcus, nomeadamente nos casos de endocardite. 
Inicialmente descrito em E. faecalis, o gene efaAfs apresenta um homólogo em E. faecium, o 
gene designado por efaAfm (12, 35, 37). 
O gene esp codifica para uma proteína de superfície que está envolvida quer na 
colonização e persistência da infecção de E. faecalis no tracto urinário, quer na adesão a 
superfícies abióticas. Esta adesina promove a ligação primária a diversas superfícies 
potenciando a formação de biofilmes e está envolvida na capacidade de evasão ao sistema 
imunitário do hospedeiro, sendo um factor que contribui para a colonização e persistência da 
infecção no tracto urinário (2,17). Alvo de estudo de inúmeros autores, é o factor de virulência 
mais controverso, pois a sua função e a influência que exerce na capacidade de formação de 
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biofilme, por parte dos isolados que o possuem, é variável consoante o tipo de estudo que é 
feito.  
A proteína AS, a substância de agregação é uma das adesinas mais bem estudadas 
em Enterococcus, tendo-lhe sido atribuídas inúmeras funções, mas sendo um dos principais 
factores de virulência promove a agregação entre célula bacteriana e célula do hospedeiro, 
facilitando o processo de troca genética por conjugação, tendo igualmente um papel crucial na 
formação de biofilme (35). Codificada pelo gene agg, está envolvida na adesão às células 
eucarióticas, agregação celular e conjugação, potenciando assim a patogenicidade da espécie 
E. faecalis (17, 45). 
Outra proteína do grupo das adesinas, é a proteína de ligação ao colagénio, a adesina 
Acm, que foi descrita recentemente como a primeira, e até à data, única adesina em E. 
faecium. Possui homologia com proteínas de Streptococcus e estudos já realizados indicam 
que a presença e expressão do gene que a codifica, acm, é condição necessária e suficiente 
para mediar a ligação de E. faecium ao colagénio tipo I. Sabe-se ainda que quer a quantidade 
de Acm existente na superfície celular quer a percentagem de células que expressam esta 
adesina, estão correlacionadas com o grau de adesão ao colagénio (24, 27,29). Já o gene ace 
codificante para uma proteína de ligação a componentes da matriz extracelular como o 
colagénio e a laminina (Ace) tinha anteriormente sido descrito em estirpes clínicas de E. 
faecalis, por Nallapareddy et al., em 2000 e pode ser considerado como o homólogo do gene 
acm, mas em E. faecalis (27). 
No grupo das enzimas hidrolíticas que são responsáveis por danos nas células do 
hospedeiro, destacam-se as proteínas do operão da citolisina (Cyl), a gelatinase (GelE) e a 
protease de serina (SprE) (29,34).  
A produção de citolisina surge como um enorme factor de risco associado à 
patogenicidade dos enterococos, aumentando o risco de morte dos pacientes em cinco vezes. 
Trata-se de uma toxina que é simultaneamente hemolisina e bacteriocina. Sofre alterações 
pós-traducionais, causa a β–hemólise de eritrócitos humanos e de animais e tem actividade 
bacteriocida contra uma variada gama de bactérias gram-positivas (2). O operão da citolisina é 
composto por seis genes (cylLLLSMBAI), entre os quais um regulador que induz a expressão do 
operão em larga escala (cylLS), e um factor de imunidade, que confere auto imunidade à estirpe 
que produz esta bacteriocina (cylI). Os restantes genes constituintes do operão promovem a 
modificação e a translocação das subunidades estruturais da citolisina (cylB), e a sua activação 
final (cylA). A expressão desta bacteriocina é controlada por mecanismos de quorum sensing e 
pela concentração de O2 disponível no meio (34,47). 
A gelatinase (GelE) é uma metaloprotease de zinco extracelular  capaz de hidrolisar 
compostos como a gelatina, o colagénio e a caseína. A gelatinase, bem como a protease de 
serina (SprE) são duas proteases co transcritas a partir da activação do gene fsrB, constituinte 
do locus fsr. Este locus é composto por 3 genes: fsrA fsrB e fsrC. O gene fsrB é responsável 
pela produção de um péptido sinal, uma feromona (GBAP- gelatinase biosynthesis-activating 
pheromone) cuja acumulação e através de um mecanismo de quorum-sensing, induz a 
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transcrição dos genes gelE e sprE, genes estes que se encontram imediatamente a juzante do 
regulão fsr (23).  
 
 
 
 
 
 
Estudos realizados demonstraram a redução na capacidade de produção de biofilme, 
em mutantes para os 3 genes do regulão e que o locus fsr tem um efeito independente do da 
gelatinase no que toca à formação de biofilmes (17). Sabe-se também que o operão fsr, 
através do controlo do gene gelE é o único que esta directamente relacionado com a formação 
de biofilmes, em Enterococcus (10). Sendo um dos principais genes responsáveis pelo iniciar 
da formação de biofilme, neste género, a ausência desta proteína tem um efeito mais 
acentuado na diminuição da capacidade de formação de biofilmes do que a protease de serina, 
em E. faecalis (17).  
Outros factores de virulência descritos em Enterococcus são o operão ebp 
(endocarditis and biofilm associated pili) e ainda os genes epa (enterococcal polyssacharide 
antigen) e salB (secretory antigen-like B). 
Relativamente aos genes ebpA, ebpB e ebpC, todos constituem o operão ebp e estão 
envolvidos na formação de pili, tendo um papel fundamental em endocardites e na invasão do 
tracto urinário. Surgem com maior frequência em isolados clínicos de E. faecalis do que em E. 
faecium. A presença dos genes ebp é ubíqua no género Enterococcus quer em isolados 
clínicos quer em não clínicos, surgindo na maior parte dos casos os três genes associados 
(25). Os genes ebp tem um papel semelhante as fímbrias de E. coli promovendo a colonização 
e aderência ao uroepitélio. Estudos demonstraram já que uma mutação nestes genes diminui a 
capacidade de formação de biofilme, em ensaios in vitro e que de forma geral 100% das 
estirpes testadas possuem os genes ebp, o que sugere que estes pertencem ao core do 
genoma de E. faecalis (42).  
O gene epa que se pensa codificar para uma glicosiltransferase envolvida na síntese 
de polissacáridos da cápsula, tem influencia directa na produção de biofilme, uma vez que Xu e 
os seus colaboradores, em 2004 e Mohammed et al., no mesmo ano, demonstraram que a 
presença de uma mutação neste gene, tinha como consequência a redução em cerca de 73% 
na formação de biofilme, sugerindo a possível função para o mesmo. Já o gene salB está 
correlacionado com a ligação a componentes da matriz extracelular, e como demonstrado no 
estudo realizado por Mohammed et al., 2006, uma mutação neste gene provoca um aumento 
na formação de biofilme quando em meio simulando infecção (soro), mas, uma acentuada 
diminuição da formação de biofilme em meio controlo (23). 
 
 
Figura 3: Operão fsr. 
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1.3.2.2. Observação directa da produção de biofilmes por Fluorescent in situ 
hybridization -FISH- 
 
A hibridação in situ, é um método extremamente útil para a detecção e identificação de 
bactérias no seu ambiente natural, e quando combinada com compostos fluorescentes (FISH) 
permite uma melhor visualização e conservação histológica. O uso desta técnica em conjunto 
com a microscopia confocal tem sido o padrão em estudos do género, pois as imagens de alta 
resolução obtidas permitem a reconstrução espacial, a três dimensões, sobre o comportamento 
bacteriano nomeadamente no interior de um biofilme. Esta técnica permite localizar, recorrendo 
a sondas marcadas, sequências de DNA alvo e portanto identificar espécies quando presentes 
em biofilmes multi-espécie. Permite ainda, com o uso de sonda específicas, ter uma noção da 
distribuição da espécie em causa no biofilme, e consequentemente inferir sobre a arquitectura 
do mesmo, permitindo uma detecção rápida e directa das estirpes produtoras de biofilme, 
sendo facilmente reprodutível em laboratório, e muito utilizada em estudos do género (30, 31). 
Para a visualização directa da produção de biofilme pelos diferentes isolados de 
Enterococcus em estudo, a técnica de FISH foi utilizada recorrendo-se à sonda EUB338 
(Eubacterial probe) e à coloração com o composto DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride). Esta sonda é usualmente utilizada como controlo positivo em protocolos de 
hibridação sendo direccionada para o gene housekeeping rRNA 16S, e portanto para DNA 
genómico bacteriano, permitindo a visualização de populações inteiras de bactérias. Por seu 
lado, a coloração com o composto DAPI detecta DNA de bactérias, fungos e células do 
hospedeiro (41). 
 
1.4. Enquadramento do tema. Objectivos do trabalho. 
 
De forma a adaptarem-se aos diferentes ambientes, os enterococos desenvolveram 
estratégias de sobrevivência, que lhes permitiram suportar diferentes condições (pH e 
osmolaridade), no entanto pouco é conhecido sobre a forma como os diferentes meios os 
influenciam e como activam a sua maquinaria genética, permitindo-lhes a tal adaptação (3, 13, 
36). Inúmeros estudos foram já realizados com o objectivo de comparar o comportamento de 
isolados de Enterococcus, tendo em conta as suas diversas origens. 
Semedo et al. em 2002, estudaram um total de 172 enterococcos, 96 dos quais isolados 
a partir de leites e queijos pertencentes a Regiões de Origem Demarcada em Portugal, 31 
isolados a partir de infecções clínicas humanas, 11 isolados de infecções veterinárias e 25 
estirpes de referência. Neste estudo comparou-se a presença de inúmeros factores de 
virulência como a citolisina, adesinas e enzimas hidrolíticas e a análise do potencial de 
virulência das estirpes concluiu que quer o operão da citolisina quer o potencial de hemólise 
são factores disseminados no género Enterococcus e que há uma relação entre os factores de 
virulência e os isolados clínicos, nomeadamente na incidência das adesinas, enquanto as 
enzimas hidrolíticas como as lipases e as DNases se encontram mais nos alimentares. Ainda 
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de realçar que os resultados deste estudo sugerem que enquanto as estirpes clínicas estão 
associadas a um elevado potencial de virulência, estirpes comensais e alimentares possuem 
poucos determinantes (35). 
No mesmo ano, outro estudo dos mesmos autores, analisou o potencial de hemólise e a 
presença dos genes do operão da citolisina num conjunto de 164 estirpes (26 de referência, 42 
clínicas e 96 alimentares) compreendendo 20 origens entre as quais E. faecalis, E. durans, E. 
faecium, e E. hirae. A presença dos genes cylLLLSMBA em 88% dos isolados clínicos e 70% 
dos alimentares indica um certo potencial de virulência nestes últimos, reforçando a ideia de 
serem necessários mais estudos que garantam a segurança dos mesmos. 
 Em 2004, Alves et al. analisaram um total de 364 estirpes de enterococos isoladas a 
partir de leites e queijos tradicionais portugueses juntamente com cerca de 25 estirpes de 
referência, através de uma análise polifásica envolvendo testes bioquímicos e fisiológicos, 
perfis de extracção de proteínas e amplificação de regiões intergénicas como o ITS e perfis de 
restrição (ARDRA). Os resultados deste estudo demonstraram que as espécies predominantes 
no conjunto de isolados em análise eram E. faecalis, E. durans, E. hirae e E. faecium (1). 
A interpretação dos resultados obtidos nestes estudos levou à selecção de 16 estirpes (8 
alimentares, 6 clínicas e 2 de referência) para estudos mais pormenorizados, como o de Carlos 
et al., 2010, onde isolados de leites e queijos foram comparados com estirpes clínicas 
(veterinárias e humanas) e de colecções internacionais. Nesse trabalho, procedeu-se ao 
crescimento dos mesmos em meios simulando situações de colonização ambiental e locais de 
infecção: 2YT, BHI, skim milk, urina e soro de coelho a diferentes pHs (6, 7 e 7,4), 
osmolaridades (0%, 2,5%, 5% e 6,5% de NaCl) e temperaturas (30 e 37 ºC). Analisaram-se as 
cinéticas de crescimento, os perfis proteicos totais e a expressão de genes de virulência, 
concluindo-se que não há diferenças significativas entre o crescimento de estirpes clínicas e 
alimentares e que a expressão génica parece ser modulada nas estirpes clínicas, sofrendo 
menos alterações nas alimentares. Os resultados sugeriram que os isolados apresentam uma 
elevada capacidade de adaptação como resposta às condições do meio.  
 No presente estudo, comparam-se as capacidades de adesão e formação de biofilme, 
de várias estirpes de Enterococcus (as mesmas 16 do estudo anterior), entre as quais de 
estirpes alimentares e clínicas, após crescimento em meios simulando colonização ambiental 
(skim milk) e condições de infecção (BHI, urina, soro). Estuda-se ainda a distribuição dos 
genes responsáveis pela capacidade de produção de biofilme, através de amplificação dos 
mesmos, e segundo uma análise transcriptómica, por RT-PCR, a expressão de alguns dos 
mesmos genes, com o objectivo final de inferir sobre quais as condições e estirpes 
tendencialmente predispostas à formação destas estruturas. Outro objectivo do estudo é 
analisar a expressão diferencial de certos determinantes, como forma de modulação e 
adaptação dos isolados às condicionantes do meio.  
O objectivo final do estudo é correlacionar a maior capacidade de adesão e formação de 
biofilme de uma determinada estirpe com a existência e os níveis de expressão de 
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determinados genes, na situação ambiental em causa, tendo como base a comparação entre 
isolados clínicos e alimentares. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Microrganismos 
 
 Treze estirpes de diferentes origens foram o alvo do presente estudo, tendo 5 origem 
clínica (3 humanas e 2 veterinárias) e 8 origem alimentar (provenientes de leites e queijos). 
Estas estirpes foram seleccionadas de acordo com estudos anteriores realizados no âmbito do 
tema (3,4,34,35). Foram também incluídos no estudo estirpes controlo como as MMH594, 
V583, F10 e RP62A. Ver tabela suplementar 1. 
 
2.2. Meios e condições de crescimento 
 Procedeu-se ao crescimento das estirpes, em diferentes meios e condições simulando 
quer meios de colonização quer situações de infecção clínica, tal como descrito na literatura 
(3,4) e como se pode ver na Tabela 2. 
O meio 2YT (2x Yeast Tryptone Medium) foi utilizado como controlo laboratorial, com 
variações no que respeita a concentrações salinas (NaCl), pH e temperatura. Para simular 
situações de infecção clínica, foram utilizados os meios BHI [Brain Heart Infusion, Biokar 
Diagnostics], urina, e soro de coelho (Invitrogen, Life Technologies). O meio Skim milk 
(Apllichem), foi a alternativa laboratorial encontrada para simular o ambiente de colonização 
aquando do fabrico de leites e queijos tradicionais e o crescimento das estirpes neste meio foi 
realizado em duas temperaturas distintas: 30 e 37 ºC, (representando a primeira a temperatura 
no processo de produção de queijos e a segunda a temperatura corporal humana).  
 Tal, como descrito previamente, todas as estirpes foram crescidas em todos os meios e 
condições, independentemente da sua origem e espécie a que pertencem, sendo o meio 2YT, 
o meio controlo contra o qual todas as restantes condições foram comparadas (4). 
 
Tabela 2: Meios de crescimento utilizados no estudo 
 
Notas: 1. O meio 2YT foi 
utilizado como controlo 
laboratorial. È composto por 
1.6% triptona (m/v), 1.0% (m/v) 
extracto de levedura e 0.5% 
(m/v) de NaCl. 2. A urina foi 
recolhida a partir de cinco 
voluntários saudáveis (sem 
historial recente de infecções 
urinárias, nem uso de 
antibióticos nos 2 meses que 
Meios de 
infecção 
Meios teste Meios controlo 
Soro 37ºC 2YT1 pH 7 37ºC 
Urina2 37ºC 2YT pH 6 37ºC 
Brain Heart Infusion (BHI) 2YT pH 7.4 37ºC 
Meios de 
colonização 
Skim milk3 
0% NaCl 37ºC 
Skim milk 
0%NaCl 30ºC 
2YT 
0% NaCl 37ºC 
Skim milk 
2.5% NaCl 37ºC 
Skim milk 
2.5% NaCl 30ºC 
2YT 
2.5% NaCl 37ºC 
Skim milk 
5% NaCl 37ºC 
Skim milk 
5% NaCl 30ºC 
2YT 
5% NaCl 37ºC 
Skim milk 
6.5% NaCl 37ºC 
Skim milk 
6.5% NaCl 30ºC 
2YT 
6.5% NaCl 37ºC 
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antecederam a recolha), filtrada recorrendo a filtros de 0.45 e 0.22nm (Milipore Corporation Bedford), e 
utilizada no mesmo dia para os ensaios. 
3. O meio skim milk foi esterilizado através de autoclavagem a 121ºC, por 5 minutos e rápido 
arrefecimento em gelo. 
 
2.3. Ensaio de adesão e biofilme 
 
2.3.1. Ensaios de adesão e de biofilme 
Nestes ensaios foram utilizadas placas de poliestireno de 96 poços e fundo plano (Starstedt), 
as quais serviram de suporte de adesão para todas as estirpes, e nos vários meios também em 
análise (3,4,21). Para ambos os ensaios, fez-se um primeiro crescimento overnigth em meio 
2YT para garantir o crescimento e a replicação celular, sendo posteriormente feita uma 
suspensão celular, com tampão fosfato PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM 
KH2PO4), pH 7, 0.01M na qual se inoculou o mesmo número de células para todas as estirpes: 
1x 109 células/ml. Seguidamente estas novas culturas cresceram de novo, durante um período 
de 16 horas, sendo por fim, inoculados 400 µl de cultura líquida, por poço, e as placas 
incubadas por 2 horas para os ensaios de adesão e overnight, 16 horas, para os ensaios de 
biofilme. Para garantir a reprodutibilidade do método, cada inóculo foi feito em triplicado. 
 
2.3.2. Quantificação por medição de densidade óptica  
Para a leitura das placas, seguiu-se o protocolo já descrito na literatura (6,7,9,42) com 
alterações pontuais, nomeadamente no que respeita à concentração de corante utilizada.  
Após incubação, as placas foram retiradas da estufa e lavadas, em triplicado, com 200 µl 
tampão PBS (0.1M). De seguida inverteram-se as placas de forma a retirar o excesso de 
tampão e adicionaram-se 200 µl de violeta cristal 0.1 % (Merck), deixando a solução actuar por 
15 minutos. Lavaram-se novamente os poços com tampão fosfato 0.1M, em triplicado e 
inverteu-se a placa, de forma a retirar o excesso de corante. Por fim, solubilizou-se o corante 
com uma mistura de 80:20 de álcool:acetona e leu-se a absorvância a 595 nm no aparelho 
Zenyth 3100 da Alfagene, procedendo-se a três ciclos de leitura. Como controlo para estes 
ensaios, meio fresco e não inoculado foi igualmente submetido à etapa de coloração com 
violeta cristal, servindo a sua absorvância de base (valor a retirar a todos os dados obtidos) 
relativamente às restantes amostras. 
 
2.3.2.1 Análise de dados  
Os dados recolhidos foram tratados, recorrendo-se a uma folha de cálculo no Excel 
(Microsoft Office 2007), tendo sido calculados parâmetros como médias, desvios padrões e 
variâncias, e aos resultados finais foram descontados os valores de absorvância 
correspondente ao branco e ao controlo respectivo. Os dados foram ainda agrupados segundo 
origem do isolado, tipo de meio e convertidos em gráficos de barras, para uma melhor análise 
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dos mesmos. Seguidamente, os dados foram sujeitos a uma análise estatística recorrendo ao 
software SPSS (Statistics 17.0). De forma a testar a homocedesticidade existente entre as 
médias dos dados obtidos, aplicou-se o teste de homocedesticidade de Bartlett’s, e caso o 
resultado fosse “não rejeição de H0” então proceder-se-ia à análise através de uma ANOVA a 2 
factores com quatro réplicas, cujo resultado (estatistica Fglobal) foi comparado com a 
estatística Fcrítico. Caso Fglobal> Fcrítico, então significaria que p seria menor que 0.05 (nível 
de significância  α= 0.05), logo rejeitar-se-ia a hipótese nula de “não existirem diferenças 
significativas” no conjunto de dados analisados.  
 
2.3.3.Observação directa da produção de biofilmes por FISH 
Para os ensaios de hibridação, foram utilizadas lâminas de teflon com 10 poços cada (Heinz 
Herenz, Hamburg, Germany), inoculados em cada poço 10 µl de suspensão bacteriana (PBS) e 
as lâminas incubadas overnight a 37ºC em câmara húmida e microaerofilia. Após retiradas da 
estufa, e secas ao ar, o seu conteúdo foi fixado adicionando-se a cada poço 20 ul de 4% 
paraformaldeído (p/v em PBS) durante 2 horas. De seguida as lâminas foram desidratadas por 
lavagem sucessiva em soluções de etanol (50%, 80% e 96%) durante 3 minutos (cada). Após 
secas, foram aplicados 10 ul de tampão de hibridação (0.9M NaCl, 20mM Tris-HCl, 0,01% 
SDS) contendo 5ng/µl de sonda Eub 338 a cada poço. As lâminas foram então incubadas 
durante 3 horas em câmara húmida (Omnislide Thermal cycling Block, Hybaid Omnislide 
System), a 45ºC e lavadas com uma solução de lavagem (0.9M NaCl, 20mM Tris-HCl, 0,1% 
SDS) por 15 minutos à mesma temperatura. Por fim foram montadas no meio Vectashield 
Mounting Media (Vector Laboratories) contendo o corante DAPI e conservadas até à sua 
posterior observação (31). Estes ensaios apenas foram realizados para as estirpes clínica 
MMH594 e LN11, nos meios controlo 2YT (0%-6,5% NaCl) e nos meios que simulam infecção 
BHI e urina. 
2.3.3.1.  Análise de dados 
Após terminado o protocolo de hibridação, as lâminas foram observadas em microscopia de 
fluorescência, tal como previamente descrito (31, 55). Resumidamente, utilizou-se uma 
ampliação de 1000 x, num microscópio Leica DMR equipado com uma lâmpada de mercúrio de 
100 W e um filtro I3 para excitação entre 450 e 490 nm.  
  
 
2.4. Genes relacionados com a formação de biofilme em Enterococcus spp. 
 
2.4.1. Presença/ ausência de genes relacionados com a formação de 
biofilme 
Procedeu-se ao crescimento das estirpes em meio líquido 2YT pH7, 0 % de NaCl adicionado, 
overnight (16horas), a 37 ºC, de forma a garantir o crescimento exponencial das mesmas.  
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2.4.1.1. Extracção de DNA 
O DNA das estirpes em estudo foi extraído, recorrendo ao método do tiocianato de guanidina, 
previamente descrito por Pitcher et al. 1989, e já utilizado em estudos anteriores (3,4).  
 
2.4.1.2. Amplificação por PCR específico 
Para confirmar a extracção e de forma a garantir que o DNA se encontrava acessível a 
amplificação por PCR, foi amplificado o gene housekeeping rRNA16S, com recurso aos 
primers 907R e pA através da seguinte reacção de amplificação: a cada microlitro de DNA 
foram adicionados 24 µl da seguinte mistura: 10x PCR Rxn Buffer, (200 mM Tris-HCl, 500 mM 
KCl; pH 8,4), 1.5 mM de MgCl2, 0.1 mM desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs) (Life 
Technologies), 0.5 de cada primer, 1 U de ‘Taq DNA polymerase’ e água estéril até perfazer 
um volume de 25 µl. As reacções de amplificação efectuaram-se num aparelho termociclador 
(Biometra Personal Cycler) segundo o esquema: etapa de desnaturação a 95ºC, 5 minutos, 
seguida de 35 ciclos: 95ºC durante 1 min, temperatura de annealing durante 1 minuto (a 55ºC); 
72ºC, 2 min, e uma etapa de extensão final a 72ºC, durante 10 minutos. Por fim, o produto de 
amplificação fora visualizado em gel de agarose ultrapura 1% (Invitrogen). Os produtos destas 
reacções de amplificação foram visualizados em gel de agarose a 1% (p/v) feita em tampão 
TBE a 0,5 x, e sujeito a uma voltagem de 100 volts durante 1 hora. Para tal, uma alíquota do 
produto de amplificação de 5 µl foi misturada com 2 µl de loading buffer constituído por: 50% 
glicerol, 10mM EDTA, 0.25% azul bromofenol (Sigma), 0.25% xileno cianol (Sigma). A mistura 
foi então aplicada em gel, tal como o marcador de massa molecular ‘1 kb Plus’ (Invitrogen 
1µg/µl) de modo a confirmar a massa molecular dos produtos. Seguidamente o gel foi corado 
numa solução de brometo de etídio (EtBr, Sigma), visualizada a fluorescência emitida num 
transiluminador (Uvitec STX-35M) e a fotografia resultante tirada recorrendo ao programa 
informático ‘Kodak 1D Image Analysis Software’ (EDAS 290), tal como sucedeu com todos os 
géis realizados neste trabalho. 
Posteriormente, e após verificação da integridade do DNA extraído, este foi utilizado 
numa reacção de PCR com primers específicos para cada gene em estudo e combinados em 
Multiplex (ver Tabela Suplementar 2). Todos os reagentes envolvidos nas reacções de 
amplificação foram adquiridos à Invitrogen e as reacções feitas em tubos de 0.2 ml. Nestas 
reacções, adicionou-se, a cada microlitro de DNA, 24 µl da mistura previamente descrita até se 
perfazer um volume de 25 µl. As reacções de PCR foram realizadas num termociclador e 
sujeitas a uma primeira etapa de desnaturação a 95ºC, 5 minutos, seguida de 35 ciclos: 95ºC 
durante 1 min, temperatura de annealing durante 1 minuto (a 52ºC para os genes epa e fsrB e 
55ºC para os restantes); 72ºC, 2 min, e uma etapa de extensão final a 72ºC, durante 10 
minutos. Novamente, os amplicões foram visualizados em gel de agarose a 1% (p/v) sujeito a 
uma voltagem de 95 volts durante 2 horas, após aplicação do loading buffer e mistura com uma 
alíquota do produto, e corado finalmente numa solução de brometo de etídio. 
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2.4.1.3. Análise de dados 
s dados recolhidos foram convertidos em tabelas de presença (+)/ ausência (-) e 
posteriormente analisadas no Excel (Windows Microsoft), donde resultaram gráficos de barras, 
indicando a percentagem de presença dos genes nas estirpes em estudo. Após análise 
estatística recorrendo ao software SPSS procedeu-se a uma analise de variância ANOVA a 
dois factores. Procedeu-se ainda à análise gráfica dos dados, bem como ao cáculo de 
percentagens de presença para cada um dos genes analisados, quer em relação ao total, quer 
em relação à origem dos isolados.  
2.4.2. Análise da expressão génica 
2.4.2.1. Extracção RNA 
Para a extracção de RNA, e posterior visualização e manipulação, durante todo este 
trabalho, todo o material foi tratado previamente com DEPC (Di-etil-pirocarbonato, Sigma), 
0.01% (v/v) e esterilizado, após incubação a 37ºC, ON para tornar o composto não tóxico. A 
extracção de RNA foi realizada segundo as indicações do fabricante do reagente Trizol® 
(Invitrogen, Life Technologies), tal como descrito em (4). No fim do processo e após 
ressuspender o pellet em 50 µl de água DEPC, alíquotas foram feitas e os tubos stock de RNA, 
foram acondicionados a -80ºC. Para analisar a integridade do RNA extraído, procedeu-se a 
uma electroforese em gel de agarose a 1 % em TBE (0.5x com água DEPC), durante 3 horas e 
sujeito a uma voltagem de 90 volts. 
 
2.4.2.2. Tratamento do RNA com DNase e PCR rRNA 16S 
Após confirmada a integridade do RNA extraído, este foi tratado com DNase I 
(Invitrogen, Life Technologies), para que todo o DNA existente fosse digerido e não interferisse 
nas reacções de PCR subsequentes. Assim sendo, e após quantificação do RNA por 
espectrofotometria (absorvâncias 260 e 280 nm), cada 3 µg de RNA foram tratadas com DNase 
I (3 x 17U) durante 45 minutos, a 37ºC e a reacção foi inactivada com a adição de 1 µl de 
EDTA (25mM, Invitrogen) e incubada por 15 minutos a 65ºC. De forma a confirmar a 
inexistência de DNA contaminante nas amostras de RNA, procedeu-se à amplificação do gene 
housekeeping rRNA 16S, por PCR, como previamente descrito. 
A 1 uL de RNA foram adicionados 14 µl da seguinte mistura: 10x PCR Rxn Buffer, 1.5 mM de 
MgCl2, 0.1 mM dNTPs, 0.5 mM de cada primer, 1 U de ‘Taq DNA polymerase’ e água-DEPC 
estéril até perfazer um volume de 25 ml. 
 
2.4.2.3. RT-PCR: construção do cDNA e amplificação por PCR 
Na construção do cDNA a partir do RNA já extraído e tratado, utilizou-se a transcriptase 
reversa Superscript III™(Invitrogen), e a reacção de acordo com as indicações do fabricante, 
com algumas alterações nomeadamente nas temperaturas e duração dos ciclos. 
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Assim sendo, a 1µl de random primers (3µg) foram adicionados 0,1mM de dNTPs , 4 µl de 
RNA tratado com DNAse e água-DEPC, para um volume final de 10 µl. Esta mistura foi 
aquecida num termociclador durante 5 minutos, a 65ºC, e incubada em gelo durante um 
minuto. Seguidamente e à mistura previamente descrita, adicionaram-se 4uL de tampão 5x 
First Strand Buffer (250mM tris-HCl, pH 8.3; 375mM KCl e 15mM MgCl2), 1 µl de cada um dos 
inibidores de RNAses: DTT (‘Dithiothreitol’, 0.1M) e 1 µl de ‘RNaseOUT™(Recombinant RNase 
Inhibitor’, 40U/ µl); 0.5 µl da enzima Superscript III RT™ (200U/µl) e água DEPC até ao volume 
final de 20 µl. As reacções de RT-PCR foram realizadas no termociclador (Biometra Personal 
Cycler) seguindo o seguinte programa: 25ºC, 10 minutos, 50ºC, 50 minutos e 85ºC durante 10 
minutos. De seguida, foi realizado o PCR Multiplex dirigido para os genes envolvidos na 
formação de biofilme, cuja presença fora anteriormente confirmada, por PCR específico.  
 
2.4.2.4. Análise de dados 
Após electoforese em gel de agarose 1% (p/v), durante 1h 10minutos a uma voltagem de 
85 volts, e adquiridas as imagens recorrendo ao software ‘Kodak 1D Image Analysis Software’,  
e s t a s  foram analisadas com o programa ImageJ 1.40g (National Institutes of Health, EUA) de 
forma a se obter a densidade integrada de cada banda (correspondente a cada gene em 
estudo) sendo este valor normalizado relativamente à densidade calculada para o gene 
housekeeping  rRNA 16S. Todos os cálculos subsequentes foram efectuados numa folha de 
cálculo (Excel, Microsoft Corporation) aplicando-se as fórmulas relativas ao nível de expressão 
(EL) e ao nível de expressão relativo (RER) (Ver anexo, esquema 1). Os resultados foram 
categorizados de acordo com a escala também já apresentada noutros trabalhos (4), e que se 
apresenta mais à frente. Os dados foram analisados graficamente, e comparados com os 
resultados de produção de biofilme, obtidos anteriormente. 
3. RESULTADOS 
 
3.1. Ensaios de adesão e de biofilme 
 
3.1.1 Quantificação por medição de densidade óptica 
 
Após quantificação, por densidade óptica, da capacidade de adesão e formação de 
biofilme, nas 16 estirpes em estudo, pudemos concluir que, salvo raras excepções, como 
nalguns meios compostos por skim milk,  há um resultado positivo em todos os meios para 
todas as estirpes, tendo estas então a capacidade de adesão a superfícies abióticas (como o 
poliestireno constituinte das microplacas onde os ensaios decorreram) e consequente 
desenvolvimento de biofilmes. 
Analisando globalmente os resultados no que respeita aos ensaios de adesão 
podemos verificar que os meios onde houve maior adesão das estirpes à superfície em estudo 
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foram: 2YT 0% 30ºC, 2YT 2.5% 30ºC, 2YT 5% 30ºC, 2YT 6.5% 30ºC e ainda os meios skim 
milk, principalmente o sem NaCl (0% 30ºC) e com uma concentração de 6.5% de NaCl 
adicionado e a 30ºC. Os meios skim milk  0% NaCl e 6.5% de NaCl, ambos a 30ºC 
representam cerca de 7% da capacidade de adesão verificada na globalidade. Já os meios de 
infecção (BHI, urina e soro) representam cerca de 11% da capacidade de adesão total (dados 
não apresentados).  
Relativamente aos ensaios de biofilme, os meios compostos por leite (skim milk) a uma 
temperatura de 30ºC são aqueles onde se verifica uma maior produção de biofilme (cerca de 
57%), efeito este notório quando comparados com os respectivos mas a uma temperatura de 
37ºC. O meio skim milk  30ºC e com uma concentração salina aumentada em cerca de 2.5% foi 
aquele onde houve maior produção de biofilme (15% do geral). Nesta análise global, os meios 
que simulam infecção: urina, BHI e soro, quando comparados com os respectivos controlos, 
são meios onde há um notório aumento na produção de biofilme. Com os ensaios de adesão e 
biofilme, realizados para as 16 estirpes e nas 20 condições de crescimento, podemos ainda 
verificar a diferença existente entre estirpes clínicas e alimentares, uma vez que as alimentares 
parecem ter uma maior capacidade de adesão à superfície em causa, e consequentemente 
uma maior percentagem de biofilme formado. 
  
Um dos objectivos deste estudo era inferir sobre a influência que certos parâmetros 
como a temperatura, pH e osmolaridade do meio, exercem sobre a capacidade de formação de 
biofilme.  
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Figura 4: Efeito do pH na adesão (4a) e na produção de biofilme (4b). 
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Se analisarmos a globalidade dos resultados, verificamos que a alteração do pH para 
valores mais ácidos (pH 6) provoca um aumento na capacidade de adesão bem como na 
capacidade de produção de biofilme. Relativamente à alteração para valores mais alcalinos (pH 
7.4), esta fez com que a adesão das estirpes e a sua capacidade de formar  biofilme 
diminuísse, em todos os casos. No que toca à origem dos isolados, os resultados mostram que 
o factor pH tem a capacidade para diminuir a adesão das células, verificando-se uma ligeira 
diminuição na produção de biofilme, facto que ocorre quer nas estirpes clínicas, quer nas 
alimentares. Para a estirpe clínica MMH594 embora a capacidade de adesão tenha aumentado 
com as duas alterações de pH efectuadas, a capacidade de formação de biofilme deste isolado 
apenas aumentou com o aumento de acidez do meio.Já o isolado alimentar LN11 parece 
responder de forma diferente ao factor pH, tendo a adesão à superfície, e a produção de 
biofilme aumentado quer com a alcalinidade, quer com a acidez do meio, tal como é 
comportamento geral das estirpes alimentares.  
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Relativamente à temperatura, quer para o meio base 2YT, quer para o meio skim milk 
se verifica um aumento brusco, generalizado quer da capacidade de adesão, quer da 
capacidade de formação de biofilme, com a alteração da temperatura de 37ºC para 30ºC.  
No que toca à adesão, esta parece ser maior em meio composto por leite, tendo um 
comportamento estável com a introdução das várias concentrações salinas. Contrariamente, 
em meio 2YT, a capacidade de adesão é menor, (valores de densidade óptica situam-se entre 
os 0.1 e 0.3), evidenciando-se a estirpe alimentar LN11 que apresenta valores de adesão 
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Figura 5: Efeito da temperatura do meio na adesão (5a e 5b) e na produção de biofilme (5c e 5d), quer em 
meio 2YT (a e c) quer em skim milk (b e d). 
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superiores.  Verifica-se ainda um comportamento variável no que toca á capacidade de adesão 
nas estirpes clínicas, aumentando e diminuindo consoante o meio em causa, no entanto, de 
forma geral, a produção de biofilme aumentou nestes isolados.  
Este factor alterou ainda a capacidade de adesão do isolado clínico MMH594, havendo 
uma ligeira diminuição, no entanto, verificou-se um aumento na formação de biofilme com a 
diminuição da temperatura do meio para 30ºC, aumento esse mais notório nos meios skim milk.  
Relativamente à estirpe LN11, apenas os meios 2YT 0% NaCl, 2YT 2,5% NaCl e 2YT 5% NaCl 
sofrem quer  um aumento na  adesão, quer na produção de biofilme, com a alteração do valor 
da temperatura para 30ºC, enquanto os meios compostos por leite têm um comportamento 
variável. Comparando o meio base 2YT com o meio leitoso skim milk nota-se uma evidente 
diferença no comportamento das estirpes relativamente à produção de biofilme: esta parece 
ser mais estável com a alteração de temperatura em meio 2YT, apresentando maiores 
oscilações em meio composto por leite. Ainda assim, globalmente e para os dois tipos de meio, 
verifica-se um aumento na produção de biofilme, com a diminuição da temperatura para 30ºC. 
 
 
 
Figura 6:  Efeito da osmolaridade do meio na adesão (6a) e na produção de biof ilme (6b).  
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Por fim, a osmolaridade do meio influenciou igualmente a formação de biofilme e a 
adesão celular dos isolados ao poliestireno constituinte das placas. Globalmente, a capacidade 
de adesão celular  e de produção de biofilme diminuem com a introdução de 2.5% de NaCl, 
aumentando de seguida, e progressivamente com o aumento da osmolaridade, até voltarmos a 
valores muito próximos dos obtidos no meio 2YT 0% NaCl. Por seu lado, relativamente aos 
meios compostos por leite, nota-se um aumento progressivo de ambos os paramêtros, com o 
aumento da osmolaridade do meio até ao valor 5% de NaCl adicionado. Globalmente, o 
aumento para 6,5% de sal parece fazer com que haja uma ligeira diminuição dos valores, 
mantendo-se estes dentro dos valores já obtidos para os meios sem sal (2YT 0% NaCl e  skim 
milk 0% NaCl).  
No que toca às estirpes clínicas, os resultados mostram e que a osmolaridade não 
afecta a produção de biofilme, mantendo-se esta sensivelmente constante até à concentração 
6.5% de NaCl, valor que despoleta um aumento brusco, principalmente nos meios compostos 
por leite.Verifica-se igualmente este facto para a adesão celular que só a partir do valor 5% 
aumenta. Para as estirpes alimentares verificou-se uma diminuição gradual da adesão celular 
com o aumento da osmolaridade e um aumento no biofilme que estas formam em 2YT 5% e 
6.5% NaCl.  A estirpe clínica  humana MMH594 sofreu uma ligeira diminuição na capacidade 
de adesão com o aumento progressivo da osmolaridade do meio (0%-2.5%-5%-6.5% NaCl)  no 
que respeita ao meio 2YT. Já para os leites, esta manteve-se idêntica. Na produção de 
biofilme, houve um aumento ligeiro em meio com 5% de sal adicionado, tal como nos leites, 
onde foi a esta osmolaridade que se registou o maior valor de densidade óptica. Por fim, o 
isolado LN11, sofreu um aumento brusco na adesão, em meio 2YT com 5% e 6.5% de sal 
adicionado,  bem como na produção de biofilme em skim milk com as mesmas concentrações 
salinas. 
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Figura 7:  Efeito da composição do meio na adesão (7a) e na produção de biofi lme (7b).  
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Quando comparamos os três meios que simulam infecção BHI, soro e urina, 
verificamos que em termos de capacidade de adesão, é em urina que as estirpes, 
principalmente as clínicas, apresentam maiores valores, não havendo grandes diferenças entre 
o meio BHI e soro, apresentando este último valores inferiores ao anterior. As estirpes 
alimentares, no entanto revelam um comportamento distinto, apresentando a sua maior adesão 
em soro, seguida de BHI e por ultimo em urina. Relativamente à capacidade de formação de 
biofilme, esta é maior em urina apenas na estirpe clínica MMH594, em soro no isolado LN11e 
nas estirpes alimentares e se atendermos à globalidade dos resultados, e por fim, verifica-se o 
maior valor para o meio BHI nas estirpes clínicas.  
Verifica-se ainda que em termos de valores de densidade óptica estes são superiores 
nos ensaios de adesão, do que nos de biofilme, e que nem sempre uma maior capacidade de 
adesão num determinado meio, corresponde a uma maior produção de biofilme nesse mesmo 
meio.    
Globalmente, os isolados alimentares neste estudo comportam-se de modo semelhante 
aos clínicos, nos três parâmetros analisados: as alterações de pH do meio fazem diminuir a 
sua capacidade de transição para o estado de biofilme, a osmolaridade do meio apenas afecta 
a formação de biofilme quando no valor  6.5% de NaCl adicionado e a  diminuição de 
temperatura  em 7ºC tem um efeito de aumento na produção de biofilme, sendo este aumento, 
mais brusco no caso do meio skim milk 0% NaCl. 
 
3.1.2 Observação directa da produção de biofilmes por FISH 
 
Uma das etapas deste trabalho consistia na visualização directa dos biofilmes 
formados, neste caso apenas pela estirpe MMH594, representante da espécie E. faecalis, 
isolado clínico humano, e da LN11, isolado alimentar, pertencente à espécie E. casseliflavus, 
após crescimento em meios controlo (2YT 0%NaCl, 2YT 2.5% NaCl, 2YT 5% NaCl e 2YT 6.5% 
NaCl) e em meios simulando infecção como BHI e urina. Esta observação directa das 
estruturas formadas foi conseguida após um protocolo de hibridação in situ, recorrendo a 
compostos fluorescentes (FISH). Seguidamente, apresentam-se as duas imagens obtidas após 
observação directa das lâminas resultantes do protocolo de hibridação, em microscopia de 
fluorescência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Imagens de microscopia de fluorescência a. Estirpe MMH594 no meio BHI e b. Estirpe LN11 no mesmo meio. 
Há evidência, ainda que muito ténue de pequenos aglomerados celulares, evidenciando prováveis formações de biofilme. 
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3.2. Genes relacionados com a formação de biofilme em 
Enterococcus spp. 
3.2.1. Presença/ ausência de genes relacionados com a formação de biofilme  
 
 Nesta fase do estudo, procedeu-se à análise da presença de genes potencialmente 
responsáveis pela produção de biofilme, por amplificação dos mesmos, através de PCR, e 
combinados em Multiplex, para todas as estirpes em estudo. O quadro seguinte revela os 
resultados obtidos após amplificação dos genes salB, gelE, ebpA, ebpB, acm, ebpC, ace, fsrB, 
epa, sprE, agg, esp, efaAfs e efaAfm. 
 
 
Tabela 3: Presença genes responsáveis pela produção de biofilme 
Origem Estirpes/Genes salB gelE ebpA ebpB acm ebpC ace fsrB epa sprE agg esp efaAfs efaAfm 
Controlos MMH594     X  X       X 
OG1.10 X    X  X    X X  X 
F10 X X  X    X X  X X X  
Clínicas E300     X  X X   X   X 
H1881     X  X     X  X 
V434     X  X       X 
V95       X    X    
DSMZ 5633     X  X    X  X X 
Alimentares LN11  X   X  X     X  X 
LA78     X  X    X   X 
LA160     X  X    X X  X 
LN9     X  X     X  X 
QSE123     X  X     X  X 
QA29a X    X  X     X  X 
QA40  X   X  X    X   X 
QCB54  X   X  X X  X X   X 
 
Verifica-se portanto que enquanto certos genes parecem estar presentes na maioria 
dos isolados em estudo (ebpA, efaAfs e epa), outros são mais específicos, existindo apenas em 
alguns, como o caso do ace, acm e agg. A Figura Suplementar 1demonstra, em percentagem, 
a distribuição dos genes, no total de estirpes em análise neste estudo. 
 Podemos ainda analisar a distribuição destes factores de virulência se atendermos à 
origem dos isolados, e sob este ponto de vista, não há diferenças notórias entre os isolados 
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clínicos e os alimentares na medida em que existem 69% de genes presentes nas estirpes 
clínicas e cerca de 72% nas alimentares, evidenciando um potencial de virulência semelhante. 
Ainda de realçar o facto da estirpe V95 apresentar o maior número de factores de virulência 
(12), enquanto que nas alimentares, é o isolado QSE123 apresenta o maior número de genes, 
onze.  
3.2.2. Análise da expressão génica 
  
 Após análise da expressão de alguns dos genes envolvidos na produção de biofilme 
para as estirpes MMH594 e LN11, por RT-PCR, a  densidade integrada dos genes em estudo 
foi calculada, de acordo com as fórmulas já mencionadas, e os resultados condensados em 
gráficos. Nesta fase apenas foram analisados os genes gelE, esp, epa e fsrB bem como o 
housekeeping rRNA 16S. Relativamente à estirpe alimentar, LN11, e de entre o cluster de 
genes escolhidos para os estudos de expressão, esta apenas possui os genes epa e fsrB, pelo 
que os resultados em seguida apresentados se referem apenas a estes genes.Para esta 
análise consultou-se a escala relativa aos valores de expressão, escala essa já utilizada 
noutros estudos (3,4) e que se encontra em baixo. 
 
 
 
 
 
 
Relativamente ao efeito que a alteração de pH 
teve na expressão dos genes, verifica-se para a estirpe 
MMH594, uma sub expressão dos genes gelE, esp e 
fsrB, e que o gene epa manteve a sua expressão, 
quando o pH do meio diminui para o valor 6. Já num 
meio com pH 7.4 verifica-se uma sub expressão dos 
genes gelE e esp enquanto que epa e fsrB mantiveram 
os valores de expressão semelhantes ao controlo 
(valores de densidade integrada de 1,04 e 0,94 
repectivamente). Na estirpe LN11, os genes epa e fsrB 
não sofreram alterações com o aumento do pH para 
7.4. O gene fsrB sofreu uma diminuição na sua 
expressão em meio de pH 6, enquanto que o epa se 
manteve inalterado. 
 
RER<0.4 Forte sub expressão   
0.4≤RER<0.8 Sub expressão    
0.8≤RER<1.5 Não há regulação (valore semelhantes aos do meio controlo) 
1.5≤RER<10 Sobre expressão    
RER≥10 Forte sobre expressão   
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Efeito pH na expressão génica
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A alteração da concentração salina do meio para 
valores até 6.5% de NaCl, também alterou a 
expressão génica das duas estirpes em estudo. A 
introdução de uma concentração de 2.5% de NaCl 
apenas provocou a sub expressão do gene fsrB 
na estirpe alimentar, mantendo-se os restantes 
genes com níveis de expressão semelhantes ao 
gene controlo (rRNA 16S). O aumento da 
concentração salina para 5% causou também a 
sub expressão do gene epa, mantendo-se o gene 
fsrB sub expresso, como já se tinha verificado 
para a concentração anterior (2.5%). 
Relativamente à estirpe clínica, nenhum gene 
parece ter sofrido uma modulação da expressão 
com o aumento da concentração salina até 5%. No entanto, com a concentração máxima de 
6.5% os genes esp e epa sofreram uma diminuição da sua expressão, enquanto os genes gelE 
e fsrB não sofrem qualquer alteração. Na estirpe LN11, os genes mantêm-se com níveis de 
expressão reduzidos, há medida que se vai alterando a osmolaridade do meio. 
Ao analisar a influência que os meios de infecção têm na expressão génica, podemos 
verificar que, o meio BHI induz a sub expressão do gene 
fsrB e uma forte sobre expressão do gene epa na estirpe 
MMH594, mantendo-se os restantes com níveis de 
expressão semelhantes aos normais. Já a alteração do meio 
base 2YT para o meio soro, induziu a sub expressão de 
todos os genes, em ambas as estirpes, principalmente o 
gene epa.  Por fim, a urina, induziu a sobre expressão do 
gene fsrB em MMH594, e um forte aumento na expressão 
dos genes epa e fsrB em LN11, sendo estes os genes mais 
fortemente regulados do conjunto. 
Em termos globais, a estirpe clínica MMH594 apresenta 
uma maior percentagem de genes sub expressos, cerca de 
28% relativamente à alimentar LN11, onde apenas cerca de 
13% dos genes apresentam uma diminuição na expressão. 
Por outro lado para ambas as estirpes apenas se verifica a 
sobre expressão de dois genes, como consequência das 
alterações do meio. 
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4. DISCUSSÃO 
 
4.1. Ensaios de adesão e de biofilme 
 
4.1.1. Quantificação por medição de densidade óptica 
 
Efeito da temperatura: 
Uma das conclusões que se pode retirar a partir da observação dos resultados 
repeitantes aos ensaios de adesão é o facto de esta aumentar com a alteração da temperatura 
para 30ºC, bem como com a introdução progressiva de concentrações salinas até aos 6.5% de 
NACl adicionado. Apesar do efeito dos factores temperatura e osmolaridade, também a 
composição do meio skim milk teve um efeito na capacidade de adesão e consequentemente 
na  formação de biofilme nas estirpes em análise, sendo o meio skim milk 2.5%NaCl, 30ºC 
aquele onde há um valor mais elevado na produção de biofilme. Esta conclusão pode ser 
influenciada pela forte capacidade de coagulação deste meio, condicionante que foi verificada 
durante todo o trabalho experimental.   
No entanto, o efeito que a alteração da temperatura teve na adesão celular é evidente. Já em 
2003, Stepanovi et al., tinham verificado que em Salmonella spp. a maior produção de biofilme 
se tinha dado após  crescimento durante 24h a 30ºC, e em 2004, confirmam esta tendência em 
isolados clínicos de Stenotrophomonas maltophilia, bem como em Staphylococcus 
epidermidis.O género Stenotrophomonas spp, é composto, tal como o genero Enterococcus 
por patogéneos associados a infecções nosocomiais, directamente relacionados com a 
colonização de equipamento médico e que surgem em pacientes internados em unidades de 
cuidados intensivos. Aqui, e tal como no estudo anterior, estes microorganismos apresentam 
igualmente uma maior produção de biofilme a uma temperatura de 30ºC quando comparada 
com 37ºC.  
A capacidade de adesão e formação de biofilme, é geralmente testada a 37ºC, a 
temperatura interna do corpo humano, no entanto, a temperatura à superficie é ligeiramente 
menor, rondando os 30-32ºC. O facto do género Enterococcus produzir maior quantidade de 
biofilme quando em ambiente a 30ºC sugere a sua habilidade para crescer na pele humana, e 
causar catheter-related bloodstream infections após colonização deste tipo de aparelhos e 
formação de biofilme nos mesmos.  Adicionalmente, sabe-se que a temperatura tem um efeito 
na produção da matriz extrapolissacaridica (EPS), substância essa que afecta de forma directa 
a capacidade inicial de adesão e formação de biofilme, bem como a forma como as bactérias 
quando neste estado lidam com os stresses ambientais, influenciando, em última análise o 
tempo de vida do biofilme (17).  
Por outro lado, sabe-se também que cada microrganismo apresenta uma temperatura 
máxima de crescimento, bem como um limite mínimo, abaixo do qual não se consegue 
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multiplicar, facto este que faz da temperatura  o factor mais importante na formação de um 
biofilme, pois influencia directamente as taxas metabólicas dos microrganismos que o 
constituem.  
 
 
Efeito da composição do meio: 
Relativamente aos meios que simulam situações de infecção- urina, BHI e soro- 
verifica-se que estes representam cerca de 11% da capacidade de adesão total e 0,07% da 
produção geral de biofilme. Stepanovi et al. em 2004, analisaram a influência do meio de 
crescimento em Salmonella spp. e Listeria monocytogenes concluindo que o meio BHI quando 
comparado com meio controlo TSB (Trypticase Soy Broth) tem efeito consoante o género em 
estudo: enquanto Salmonella spp. apresenta uma baixa capacidade de formação de biofilme, 
Listeria apresenta os resultados mais elevados neste meio.  Estes patógeneos são 
normalmente transmitidos ao Homem, através de alimentos infectados, tendo uma capacidade 
de adesão a diversas superficies e de formação de biofilme já bem documentada, levando à 
conclusão de que a composição do meio,e o facto de alguns meios serem mais ricos 
nutricionalmente do que outros condiciona a capacidade de formação de biofilme. Outro estudo 
(Kristich et al. 2004) demonstrou também um cessar na produção de biofilme 4 horas após o 
início do crescimento celular de E. faecalis em BHI quando comparado com o meio controlo 
TSB.  O soro, a urina e o meio 2YT 6.5%NaCl, pH 7 a 30ºC foram os meios onde se registou 
um crescimento mais baixo, quando analisados os resultados referentes à globalidade das 
estirpes, conclusão esta obtida em trabalhos anteriores (3,4). No entanto, neste estudo, estes 
três meios apresentam todos uma capacidade de formação de biofilme superior aos 
respectivos controlos (2YT pH7, 2YT pH6 e 2YT 6.5%NaCl, 37ºC) e em termos  globais, 
enquanto que a urina contribui com 2% para a formação de biofilme o meio 2YT 6.5%NaCl 
contribui com 5%.  Resultados baixos, quando comparados com os meios compostos por leite 
magro (representando 15% dos biofilmes formados), mas concordantes com os restantes 
meios, cuja contribuição varia entre os 2 e os 5%. Portanto, neste estudo, e partindo do 
princípio que as taxas de crescimento dos isolados não se alteraram desde o trabalho anterior, 
o facto de crescerem mais lentamente nos três meios referidos, não afectou a sua capacidade 
de formação de biofilme.  
 Sendo a urina um meio pobre em termos de concentração nutricional, e o meio 2YT 
suplementado  com elevadas concentrações salinas um factor de stress, é expectàvel que 
estas condições afectem o crescimento bacteriano e consequentemente a formação de 
biofilme. Estudos anteriores tinham já relacionado a maior capacidade de adesão celular de 
E.faecalis quando na presença de um meio suplementado com soro humano, facto esse 
verificado aqui, pois quando comparado com o meio controlo 2YT pH 7, em 53% dos casos, 
verificou-se uma maior adesão celular em soro (Gallardo-Moreno 2002) (17). 
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Efeito do pH: 
Relativamente às alterações provocadas pelo pH verificamos que globalmente, um pH 
igual a 6 provoca um aumento na capacidade de adesão bem como na capacidade de 
produção de biofilme, verificando-se o contrário para valores mais alcalinos (pH 7.4). No que 
toca à globalidade dos isolados, os resultados mostram que o factor pH tem a capacidade para 
diminuir a adesão das células, verificando-se uma ligeira diminuição na produção de biofilme. 
Sabe-se que entre os vários factores que influenciam a formação de um biofilme, se encontra o 
pH do meio. O facto de um pH acídico fazer com que a adesão à superficie dimínua, pode 
dever-se ao facto de este afectar a composição da matriz exapolissacaridica, bem como 
algumas das propriedades físico-químicas da superfície como a carga eléctrica e a 
hidrofobicidade da mesma, alterando a repulsão electroestática entre as duas entidades e 
afectando a adesão bacteriana. Por outro lado sabe-se que uma das condições para que o 
fabrico de queijos tradicionais esteja de acordo com as normas implementadas pela FDA (Food 
and Drug Administration), é que o pH do meio seja ácido (entre 4.5 e 5.3), e esta acidez tem 
como efeito uma diminuição das taxas metabólicas de certos patogéneos, de forma a reduzir o 
seu crescimento e eliminá-los antes do consumo destes derivados alimentares.  No entanto, e 
sendo o genero Enterococcus capaz de sobreviver e tolerar pH’s entre os 4.5 e os 10, esta 
hipótese, é pouco provável, sendo mais aceitável a influência que o pH tem nas propriedades 
físico-qímicas da superfície de contacto.  
 
 Efeito da osmolaridade: 
Este factor faz com que quer a adesão, quer a formação de biofilme diminuam com a 
introdução de uma concentração de 2.5% de sal, no entanto, para concentrações superiores, 
parece haver uma certa adaptação celular às novas condicionantes do meio, verificando-se um 
aumento gradual nos dois parâmetros, até aos valores obtidos para o meio 2YT sem sal.  O 
estudo de Kristich et al., em 2004, tinha já referido a forma como a introdução de 
concentrações entre 2 e 3% de cloreto de sódio afectavam a produção de biofilme, em E. 
faecalis,nomeadamente nas estirpes MMH594 e V583 sem, no entanto, afectar o crescimento 
das estirpes, sugerindo que estas monitorizam o ambiente circundante e modulam o seu 
comportamento como resposta às condicionantes do meio. 
Parece no entanto haver uma interação entre a concentração salina e a composição 
dos meios constítuidos por leite, uma vez que nestes, o comportamento é distinto: há um 
aumento progressivo de ambos os parâmetros, com o aumento da osmolaridade do meio até 
ao valor 5% de NaCl, começando a diminuir a partir do valor 6,5%.  
O leite é um óptimo meio de crescimento microbiano devido à sua composição: é rico 
em proteínas, vitaminas e sais minerais, contem água, um pH óptimo entre 6.5 e 6.8 e uma 
temperatura de 37ºC. Apesar de ser um óptimo meio de crescimento, também já foi 
demonstrado que é um meio que beneficia o processo de adesão e de formação de biofilmes 
(48). A proteína mais abundante no leite é a caseína e representando 80% do teor protéico 
deste meio, existe como um sal de cálcio, permitindo a coagulação do mesmo a partir do pH 
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4.6. No entanto, a adição de sal ao leite faz com que a sua coagulação diminua, uma vez que 
os iões sódio e cloreto interferem com a estrutura das micelas produzidas pela caseína 
neutralizando as cargas negativas desta proteína, e portanto a introdução de NaCl altera as 
propriedades físico-químicas do leite causando uma diminuição na precipitação da caseína 
bem como um aumento no tempo de coagulação, talvez devido à competição entre os iões 
cálcio e sódio.  
Portanto, a coagulação verificada na presença de 6.5% de NaCl adicionado deveria ser 
mínima, caso se tratasse de meio não inoculado. No entanto, sendo o leite um meio rico, e 
tendo as bactérias através da sua riqueza enzimática capacidade de o coagular, formando uma 
massa mais sólida e viscosa, têm igualmente maior capacidade de adesão e desenvolvimento 
de biofilme. Por outro lado, como já foi referido o aumento da osmolaridade do meio, torna-o 
stressante, e uma das respostas por parte dos microrganismos pode ser o iniciar do processo 
de formação de biofilme, de forma a conseguir contornar as novas condicionantes do meio 
(17,43).  
Relativamente às estirpes clínicas, os resultados demostram que enquanto a 
capacidade de adesão vai aumentanto progressivamente, com o aumento da concentração 
salina do meio, a produção de biofilme mantem-se igual, até à concentração 6.5%, onde chega 
a ser duas vezes maior do que nas concentrações inferiores, levando à conclusão de que, para 
estas estirpes, apenas a concentração máxima de sal faz com que as alterações sofridas 
levem a uma maior adesão à superfície e produção de biofilme. 
 
Conclusões gerais: 
Comparando estirpes clínicas com alimentares, em meio controlo 2YT sem adição de 
sal, a uma temperatura de 37ºC, observamos uma ligeira diferença, havendo uma maior 
capacidade por parte dos isolados alimentares em formar biofilme, diferença essa que não é 
significativa do ponto de vista estatístico, sendo o comportamento dos isolados muito 
semelhante. São os isolados LA78 e H1881 os que mais formam biofilme, evidenciando-se dos 
restantes, cujo comportamento é idêntico.  
Carlos et al., em 2010, tinham já concluído que não se verificava uma melhor 
adaptação das estirpes clínicas aos meios que simulam infecção, nem das alimentares ao meio 
skim milk. O meio skim milk suplementado com 2.5% de NaCl e a 30ºC tenta simular o 
ambiente presente durante o fabrico  de queijos tradicionais, facto que levaria a pensar que 
nestas situações, as estirpes isoladas a partir de leites e queijos, e portanto de origem 
alimentar, estariam melhor adptadas, e formariam mais biofilme. No entanto, verifica-se que 
para este meio, são as estirpes clínicas, que apresentam maior capacidade de adesão e 
formação de biofilme, em cerca de 3 vezes superior às alimentares, e que a produção de 
biofilme da estirpe alimentar LN11 é sensivelmente idêntica à de MMH594. 
Verifica-se uma maior produção de biofilme por parte das estirpes alimentares em meio 
skim milk do que das clínicas em meio simulando infecção, no entanto, verifica-se que a 
produção de biofilme, depende do meio em questão, e não tanto da origem do isolado.  
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Relativamente aos meios skim milk as estirpes alimentares parecem conseguir formar mais 
biofilmes do que as clínicas: o isolado LA170 foi o que mais formou biofilme até 2.5% de NaCl 
adicionado, verificando-se que para valores 5% e 6.5% a estirpe QSE123 tem os maiores 
resultados. Para o meio skim milk  com 6.5% de sal, a estirpe clínica DSMZ5633 apresenta 
também valores consideráveis, aproximando-se das alimentares. 
Analisando os meios que simulam infecção, verifica-se que foi o isolado clínico humano 
H1881 que apresentou maiores valores de produção de biofilme para os três meios (BHI, urina 
e soro), mas algumas estirpes alimentares apresentaram valores superiores às clínicas, como a 
LA78, que apresentou nos três meios valores superiores à clínica DSMZ20680.  
Vários estudos conduzidos nos últimos anos permitiram concluir que isolados de E. 
faecalis têm uma maior capacidade para produzir biofilmes que os da espécie E. faecium 
(6,12,17,57). Neste estudo analisaram-se seis isolados pertencentes à espécie E. faecalis 
comparativamente com três pertencentes a E. faecium, e verificou-se, que tal como concluído 
por outros autores, E. faecalis apresenta uma capacidade ligeiramente superior na formação de 
biofilme, sendo esta de 52%. Este valor explica-se pelo facto de não termos o mesmo número 
de representantes das duas espécies, mas o objectivo do estudo não se centrava só nesta 
análise, no entanto, há meios e condições de crescimento, onde os isolados de E. faecalis 
formam mais biofilme do que os de E. faecium, que apenas parecem ter uma melhor 
capacidade de adaptação aos meios compostos por skim milk. O estudo de Necidová et al. em 
2009, analisando apenas isolados alimentares, demonstrou uma maior capacidade por parte 
das estirpes de E. faecium em formar biofilme, relativamente às de E. faecalis (33% vs 28%), 
no entanto, a formação de biofilme dependerá igualmente da origem da estirpe bem como das 
condições de crescimento da mesma.   
 Sandoe et al., em 2003, concluíram que há maior produção de biofilme em meio salino 
(0.9% NaCl (p/v)) do que em meio BHI, mostrando que culturas sujeitas a condicionantes 
nutricionais, conseguem formar biofilmes em superfícies inertes, podendo este factor de stress 
aumentar esta capacidade, como forma de o contornar. No entanto, no presente trabalho, 
verifica-se, para as estirpes clínicas, uma maior produção em BHI, igualada apenas em meio 
2YT com 6.5% de cloreto de sódio (concentrações inferiores conduziram a menor produção de 
biofilme).  
Necidová et al., 2009 demonstraram ainda que, no que toca a produtos finais como os 
queijos, nenhuma das 324 estirpes analisadas tinha a capacidade para formar biofilme, facto 
este que pode estar relacionado com a presença de até 4% de NaCl, bem como da maior 
acidez do meio, condicionantes que, no presente trabalho também mostraram ter um efeito de 
diminuição na formação de biofilme. 
  
4.1.2. Observação directa da produção de biofilmes por FISH 
Devido a problemas técnicos, e por falha na hibridação da sonda e entrada do corante no 
interior das células, os resultados obtidos não permitem uma análise concreta sobre a maior 
capacidade de formação de biofilme ao compararmos as duas estirpes, no entanto, nas 
31 
 
imagens obtidas por microscopia de fluorescência, vislumbram-se pequenos aglomerados que 
poderão ser microcolónias.  
Estudos anteriores analisaram a sensibilidade e especificidade de várias sondas usadas 
nestes protocolos e hibridação por fluorescência, FISH, entre as quais a sonda Eub338. 
Concluiu-se que esta apresenta uma taxa de detecção elevada para proteobactérias e 
organismos gram positivos com elevado conteúdo em G/C’s, o que não é o caso do género 
Enterococcus. No entanto, como sonda complementar a uma porção da sequência do gene 
rRNA 16S, extremamente conservado no domínio Bacteria, e existente em elementos do 
género em causa, o seu uso deveria permitir a detecção celular dos isolados aos quais foi 
aplicado este método (ainda que com baixa taxa de detecção). Outra conclusão do estudo, foi 
o facto de um tratamento prévio das células com lisozima, tratamento esse efectuado 
anteriormente ao passo de hibridação, aumentaria a taxa de detecção celular (30). Este passo 
prévio de tratamento, não foi efectuado neste trabalho, o que poderá ajudar a explicar a fraca 
visualização celular. 
 
4.2. Genes relacionados com a formação de biofilme em Enterococcus 
spp. 
 
4.2.1. Presença/ ausência de genes relacionados com a formação de biofilme  
  
 Para se proceder à amplificação dos genes em estudo, controlo positivos e brancos, 
foram introduzidos, de forma a validar as experiências. Assim, relativamente aos controlos 
positivos, a estirpe clínica MMH594 foi utilizada uma vez que possui todos os genes em 
análise, quer em ilhas de patogenicidade como o gene esp, quer no restante genoma. No 
entanto, e sendo esta pertencente à espécie E. faecalis, não possui os genes característicos da 
espécie E. faecium, razão que motivou a utilização da estirpe F10 pertencente a E. faecium, e 
que portanto possue os genes acm e efaAfm. Por fim e para os genes fsrB e gelE utilizou-se o 
isolado OG1.10 como controlo positivo. 
  
Análise por gene: 
 Neste estudo, o gene efaAfs, encontra-se presente em todas as estirpes à excepção 
dos isolados de E. faecium F10 e DSMZ5633 de E. raffinosus. Já foi descrita a sua presença 
em E. faecalis, e a sua utilidade como marcador, existindo na maioria dos isolados 
pertencentes à mesma, mas sabe-se que também pode surgir noutras espécies como E. 
raffinosus, E. durans, E. hirae e E. casseliflavus tal como se verifica aqui (37). A sua ausência 
na estirpe DSMZ5633 contraria o estudo de Carlos et al., 2010, onde houve amplificação do 
gene efaAfs neste isolado. No entanto, no presente estudo verificou-se amplificação deste 
determinante nos isolados E300 e LA160, facto de acordo com a análise de Carlos et al., 2010, 
o que sugere um erro na reacção de amplificação deste gene em DSMZ5633. Por outro lado o 
gene efaAfm apenas está presente nos dois isolados de E. faecium, F10 e V95, sabendo-se no 
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entanto que pode também estar presente em E. durans, E. faecalis e E. solitarius, facto que 
não se verificou aqui (16, 34, 37). Este gene não existe no entanto no isolado E300 que 
também pertence à espécie E. faecium, mas possue o gene efaAfs. 
 Já o gene ace (factor de colonização acessório) embora apenas tenha sido descrito em 
E. faecalis, neste estudo, surgiu num só isolado, pertencente à espécie E. faecium, a estirpe 
alimentar F10, onde também se verifica a presença do gene acm. No entanto, estes dois genes 
não parecem ter elevados níveis de semelhança, (comparando as sequências que os 
constituem) e mais estudos serão necessários de forma a avaliar a presença e expressão 
deste gene em estirpes clínicas e alimentares, bem como se surge igualmente com elevada 
frequência em isolados de E. faecium. O gene acm, tal como o efaAfm, apenas surgiu nos dois 
isolados pertencentes à espécie E. faecium (V95 e F10) podendo ser utilizado como possível 
marcador molecular em estudos de identificação de isolados pertencentes a este género, tal 
como foi concluído no estudo de Camargo, I. 2005, onde 100% dos isolados de E. faecium de 
fezes de porcos apresentavam este gene. Mais uma vez, a estirpe E300 não possui o gene 
acm, específico de E. faecium, o que sugere, que embora este gene seja um bom marcador 
molecular, outras ferramentas como testes fenotípicos e bioquímicos, deverão ser utilizadas na 
confirmação da identificação de espécies. 
 Os genes gelE, sprE, e locus fsr gene fsrB estão intimamente relacionados, estando os 
três presentes no controlo positivo MMH594. Na ausência do gene regulador fsrB , também os 
genes por ele codificados, não estão presentes, como é o caso  dos isolados alimentares LN11 
e QCB54.  No caso da estirpe alimentar QA40, o gene fsrB existe, tal como o gene sprE, mas o 
gene da gelatinase não. Estudos anteriores demonstraram que algumas estirpes contêm uma 
delecção, que se traduz na ausência dos genes fsrA e fsrB, delecção essa que se pensa poder 
ocorrer com elevada frequência, alterando os fenótipos das estirpes, bem como a produção de 
gelatinase. Neste estudo, verificou-se este fenómeno na estirpe clínica humana, de E. faecium, 
E300, onde não havendo o gene fsrB, houve amplificação do gelE. No entanto, a razão pela 
qual esta delecção é frequente em isolados de E. faecalis permanece por esclarecer (23). O 
estudo dos factores de virulência em Enterococcus sp. Isolados no Brasil de 2005 conclui que 
50% dos isolados clínicos de humanos saudáveis possuem o gene gelE mas não o expressam, 
o que confirma o estudo de Eaton & Gasson, 2001, que verificou a existência do gene gelE na 
maioria dos isolados em estudo, mas que a sua expressão dependia de condicionantes 
existentes no meio (7,47). 
Relativamente aos genes ebpA, ebpB e ebpC, todos constituem o operão ebp e se 
encontram presentes em todas as estirpes. Podemos então dizer que este cluster genético está 
relativamente disseminado no género Enterococcus. Estes resultados estão em concordância 
com os já obtidos em 2008 por Molinos et al. que demonstraram que existe uma maior 
percentagem de isolados clínicos de E. faecalis que possuem os 3 genes (94%) relativamente 
aos isolados de E. faecium (81.8%), sendo a presença dos genes ebp ubíqua no género 
Enterococcus quer em isolados clínicos quer em isolados de outras origens (22,38). 
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Os genes agg, epa, salB e esp têm uma presença independente, sendo os genes epa e 
salB mais comuns do que agg e esp, que são mais específicos, e portanto existem numa 
pequena parte dos isolados analisados. A detecção dos genes agg e esp em isolados clínicos 
e alimentares pertencentes às espécies E. hirae e E. durans, sugere a capacidade de 
disseminação dos factores de virulência de E. faecalis, por todo o género Enterococcus, facto 
que se verifica neste estudo. O gene agg surge em cerca de 44% dos isolados em estudo, mas 
de forma equivalente em isolados alimentares e clínicos. Enquanto o gene esp, codificante 
para uma proteína de superfície, surge em 62% (10/16) dos isolados, maioritariamente nos 
clínicos (80%), surgindo também em alguns isolados de produtos alimentares. O gene epa 
encontra-se em 99% dos isolados, apenas não existindo na estirpe clínica humana F10, 
mostrando estar disseminado no género e ter uma distribuição independente da origem do 
isolado. Já o gene salB está presente em cerca de 81% dos isolados em estudo, tendo uma 
distribuição semelhante entre estirpes clínicas e alimentares, não tendo sido detectado apenas 
nas estirpes clínicas OG1.10 e F10 e na alimentar QA29a. 
 
Conclusões gerais: 
Verificou-se que o potencial de virulência das 16 estirpes é variável, consoante o 
isolado, no entanto, quando analisamos o conjunto de estirpes clínicas e o das alimentares, 
vemos que enquanto no primeiro grupo há amplificação de 69% dos genes em estudo, no 
segundo, 72% dos genes estão presentes, evidenciando um potencial de virulência 
semelhante. Mannu et al. em 2003, compararam o potencial de virulência entre isolados de 
diferentes origens de E. faecium (fecais, isolados a partir de queijos e amostras clínicas), 
chegando à conclusão que os isolados que apresentavam um potencial patogénico maior eram 
os clínicos, possuindo, a sua maioria o gene esp, contrariamente aos outros isolados, que 
apenas possuíam o gene efaAfm (15). Neste estudo, as estirpes V95 e E300 representam os 
isolados clínicos de E. faecium, e tal como em 2003 foi demonstrado, ambas apresentam o 
gene esp, contrariamente à estirpe alimentar F10, que apresenta apenas 6 factores de 
virulência (menor número que a estirpe V95 com 9, e a E300 com 12). Surpreendentemente, 
das três, é a F10, isolado alimentar que apresenta maior produção de biofilme (0.66 vs 0.42 de 
E300 e 0.35 de V95). 
A presença do gene gelE em isolados de E. faecium é normalmente escassa. Já 
autores apenas tinham encontrado este gene em estirpes pertencentes a E. faecalis, (17,23) no 
entanto, Eaton & Gasson em 2001 encontraram uma estirpe de origem clínica onde estava 
presente o gene. No presente trabalho, este facto confirma-se nas estirpes clínicas E300 e 
V95, onde o gene está mais presente do que nas alimentares. O gene agg, também não foi 
encontrado em nenhum isolado de E. faecium, neste estudo, resultado de acordo com o de 
Mannu et al., 2003, e que não surpreende, uma vez que este gene apenas foi descrito para E. 
faecalis. Também o gene esp, nesta espécie, apenas se encontra em isolados clínicos, 
estando ausente nos alimentares, ou fecais, como já foi referido em estudos anteriores (8,17). 
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Em termos gerais e após análise estatística ANOVA, os resultados mostram que a 
presença dos genes estudados, não depende da origem do isolado, não havendo diferenças 
estatisticamente significativas entre estirpes alimentares e clínicas. Apenas no caso dos genes 
ebpB, ace e epa, já se verificam diferenças significativas no que toca à origem dos isolados 
(P<0,03). Os genes ebpB e epa, surgem com maior frequência nos isolados alimentares, 
enquanto o ace nos clínicos.  
4.2.1. Análise da expressão génica 
 
Análise por gene: 
O gene da gelatinase, gelE mantém a sua expressão nos níveis normais consoante a 
osmolaridade do meio mas o pH tem um efeito inibidor da sua expressão. O estudo de Shepard 
& Gilmore, 2002, verificou que o gene da gelatinase sofre uma sobre expressão óbvia quer em 
soro, quer em urina. No presente trabalho, não há dados relativos à expressão em soro, e 
relativamente à urina, os níveis de expressão mantiveram-se dentro dos valores normais, 
embora maiores para este meio infeccioso, do que em meio controlo.  
Hew et al. em 2006 tinham já estudado a expressão do gene da gelatinase em isolados 
clínicos de E. faecalis como resposta a diferentes meios e condições de crescimento, 
concluindo que havia um aumento da expressão em BHI, mas quer em meio simulando 
condição alimentar, quer em meio ácido (pH 5) quer em meio suplementado com 6.5% de 
NaCl, a expressão era sempre menor que os valores controlo. No presente estudo, embora não 
haja dados da expressão de gelE em BHI, na estirpe MMH594, há de facto uma diminuição na 
expressão quer em meio acidificado (2YT pH 6) quer em 2YT 6.5%NaCl. A expressão dentro 
dos valores “normais” em urina, é contraditória com o estudo de Nakayama et al.. 2002, que 
sugeriu a hipótese de no nicho em causa (o tracto urinário) a produção de gelatinase não ser 
condição necessária à sobrevivência da espécie, e portanto os níveis de expressão para este 
gene deveriam ser mais baixos que os obtidos para o meio controlo (2YT pH6). Os resultados 
indicam uma expressão normal, no entanto duas vezes mais elevada que em meio controlo 
(1,26 vs. 0,67 respectivamente). 
O gene esp, responsável por uma proteína de superfície celular, envolvida na adesão 
sofre uma inibição com a alteração do pH do meio, e com a introdução de uma concentração 
salina extrema (6.5% NaCl) apesar de apresentar um valor superior ao do meio 2YT 0% NaCl. 
Resultados anteriores indicavam um aumento na expressão deste gene, em cerca de 10 vezes 
em soro, e 5 vezes em urina, comparando com os valores de expressão no meio controlo. No 
presente estudo, esta tendência não foi verificada, sendo os níveis de expressão muito 
semelhantes aos encontrados para o meio 2YT0% NaCl. Controverso, o gene esp, foi já 
associado com o aumento da adesão a superfícies abióticas e formação de biofilme, por parte 
de E. faecalis, especialmente na presença de glucose, uma vez que a expressão da proteína 
Esp promove uma forte atracção entre a superfície bacteriana e a superfície abiótica, levando à 
maior adesão celular. No entanto, foi também demonstrado que estirpes positivas para o gene 
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esp, aderem fracamente ao poliestireno, bem como estirpes que não possuem este gene, têm 
uma capacidade semelhante de formar biofilme, levando à conclusão que embora importante, a 
sua presença, não é condição essencial à maior capacidade de adesão e formação de biofilme, 
sugerindo a importância de outros genes. Ainda Tendolkar et al. em 2004, demonstraram que 
as estirpes positivas para o gene esp, apresentavam uma maior hidrofobicidade do que as 
correspondentes esp-negativas, mostrando que a expressão desta proteína de superfície, 
condiciona a hidrofobicidade da mesma, no entanto, este aumento não é sinónimo de maior 
formação de biofilme, levando à conclusão que a formação de biofilme é um processo 
multifactorial e que o facto do gene esp aumentar a produção de biofilme, não se deve apenas 
à alteração das tensões à superfície.  
O gene epa, no isolado MMH594, apresenta uma redução da expressão em soro e 
meio base suplementado com 6.5% de sal, mas em BHI a sua expressão é fortemente 
regulada, atingindo valores sete vezes superiores ao respectivo controlo. Diferentemente, o 
mesmo gene na estirpe alimentar LN11, apresenta uma forte expressão em urina, e é 
igualmente afectado pela osmolaridade do meio, sendo sub expresso a partir de uma 
concentração de 5% de cloreto de sódio. Chegamos então à conclusão que a concentração 
salina afecta negativamente a expressão deste gene, independentemente da origem do 
isolado, e que os meios de infecção a afectam positivamente. 
Por fim, o gene fsrB, apenas mostrou um aumento significativo da sua expressão, em 
urina, em ambas as estirpes, sendo este aumento, cerca de 17 vezes maior do que na situação 
controlo, em LN11, valor que é semelhante ao do estudo de Shepard and Gilmore em 2002. 
Apesar dos valores serem semelhantes, o método utilizado para cálculo da expressão génica, 
foi distinto. No estudo anterior, foi empregue o Real Time PCR, um método mais sensível, que 
amplifica e quantifica o DNA em tempo real, e combinado com uma transcriptase reversa, 
permite a quantificação do mRNA, de forma mais rápida e precisa. Este tem sido o método 
standart utilizado em estudos de expressão e difere do utilizado neste estudo, que foi o RT-
PCR, método semi-quantitativo. 
 
Conclusões gerais: 
Em termos globais, a estirpe clínica MMH594 apresenta uma maior percentagem de 
genes sub expressos, cerca de 28% relativamente à alimentar LN11, onde apenas cerca de 
13% dos genes apresentam uma diminuição na expressão. Por outro lado para ambas as 
estirpes apenas se verifica a sobre expressão de dois genes, como consequência das 
alterações do meio. Estes resultados podem explicar a menor formação de biofilme da estirpe 
MMH594 relativamente à LN11, facto que se verifica em 67% dos casos. 
Relativamente aos meios de crescimento, verifica-se que há um aumento dos níveis de 
expressão de todos os genes em urina, quando comparado com o respectivo controlo (2YT pH 
6), bem como para o meio BHI que comparativamente ao 2YT pH 7,4 induz o aumento na 
expressão génica, quer em MMH594, quer em LN11. O facto do meio BHI não induzir a sobre 
expressão do gene da gelatinase, tal como ocorreu com os restantes genes em estudo, tinha já 
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sido um facto verificado no trabalho de Carlos et al., 2008, facto este explicado pela influência 
que o pH estaria a exercer na expressão génica, uma vez que, no estudo em causa o controlo 
correspondente ao meio BHI era o meio 2YT pH 7,4, e os níveis de expressão neste meio 
eram menores relativamente ao 2YT pH 7,0 (meio usado no estudo de Hew et al., em 2006 
como controlo, contra o qual todos os resultados foram comparados) (13). 
 É em urina, que se verifica o maior aumento na expressão, chegando a diferença às 
17 vezes. Por seu lado, o meio soro parece fazer com que a expressão dos determinantes de 
virulência diminua, em média, para metade, quando comparado com o meio 2YT pH 7.  
 
Análise global 
 As estirpes que apresentam maior número de factores de virulência são a V95 com 
doze, seguida da MMH594, V434 e QSE123 com onze enquanto a QCB54 apenas possui sete 
dos 14 genes em estudo. Na tabela apresentada, relaciona-se a presença de factores de 
virulência de algumas estirpes com a sua capacidade de adesão e produção de biofilme 
(valores resultantes dos ensaios em meio base 2YT 0% de NaCl e a 37ºC). Verifica-se que a 
estirpe V95 que apresenta maior número de genes de virulência, é a que tem maior capacidade 
de adesão celular, seguida da V434 que possui onze factores e também uma capacidade de 
adesão considerável.  
 
Tabela 4: Relação entre o número de factores de virulência e a produção de biofilme. 
 
 
 
 
 
 
 
 Relativamente à produção de biofilme, é a estirpe alimentar QCB54 que tendo apenas 
metade dos genes em estudo (7/14) apresenta um maior resultado relativo à formação de 
biofilme. Este facto sugere a capacidade inerente desta estirpe em aderir e permanecer na 
superfície de poliestireno até 24 horas, mesmo na ausência de factores como gelE, sprE e agg. 
Ainda assim, possui as adesinas esp e efaAfs bem como os genes do operão ebp que 
contribuem para a adesão inicial (através de adesinas e de fímbrias ou pili). 
 Analisando a expressão génica diferencial dos isolados MMH594 e LN11, em diversos 
meios, e relacionando-a com a sua capacidade de adesão e produção de biofilme, concluímos 
que a maior produção de biofilme na estirpe clínica se dá em urina e em soro, facto que já tinha 
sido referido por Shepard & Gilmore em 2002. Em urina, este aumento na produção pode 
dever-se há sobre expressão do gene fsrB e consequentes proteases: gelatinase e protease de 
serina, que juntamente com os genes epa e gelE, poderão facilitar a adesão à superfície em 
Isolados Factores de virulência 
Densidade óptica 
Adesão Biofilme 
V95 12 0,28 0,08 
MMH594 11 0,17 0,13 
V434 11 0,26 0,10 
QSE123 11 0,13 0,02 
QCB54 7 0,22 0,32 
F10 6 0,17 0,09 
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estudo (o poliestireno). No entanto, a elevada formação de biofilme em soro, não pode ser 
explicada devido ao aumento na expressão de um determinante em particular, uma vez, que 
neste meio se verificou uma diminuição nos níveis de expressão de todos os factores (Tabela 
Suplementar 3). 
No entanto, tal como já referido por Mohammed et al., 2006, o soro tem a capacidade 
de aumentar a adesão a superfícies abióticas, e esse facto 
verifica-se na estirpe LN11, onde há o dobro da adesão 
celular quando comparado com meio base 2YT pH7 0% 
NaCl. Também em urina se verifica uma forte adesão e 
formação de biofilme, resultante em parte da forte sobre 
expressão dos genes fsrB e epa. Ainda de salientar a 
capacidade de formação de biofilme desta estirpe em meio 
enriquecido com NaCl (6.5%), sendo este o maior valor 
obtido. 
 
Toledo e Arana em 2001, reportaram uma elevada 
semelhança entre as sequências constituintes das 
proteínas Esp e Bap (Biofilm Associated Protein de 
Staphylococcus aureus), sendo estudada então a influência 
do gene esp na formação de biofilme em superfície de 
poliestireno e demonstrada uma forte associação entre os dois parâmetros (para isolados de E. 
faecalis). O mesmo estudo demonstrou que a presença deste gene, mais do que o seu fenótipo 
(aumento na capacidade de adesão e formação de biofilme) é um óptimo marcador molecular 
para estirpes com elevado potencial de adesão a superfícies abióticas. Tal como se verifica na 
figura 11, todas as estirpes que possuem este gene têm uma capacidade de adesão ao 
poliestireno considerável e relativamente maior do que as que não o possuem.  
Estudos anteriores demonstraram que a inserção de mutações nos genes epa e fsrB 
faz com que haja uma diminuição considerável da adesão celular primária às superfícies (22). 
Neste estudo, comparando a adesão e formação de biofilme na estirpe MMH594 que possui 
ambos os genes, com a LN11 onde não 
existe o fsrB e com a F10 onde nenhum está 
presente, verificam-se valores de adesão 
semelhantes. No entanto, a produção de 
biofilme reduz-se progressivamente com a 
ausência dos genes (sendo maior em 
MMH594 e menor para o isolado F10). O 
facto dos genes epa e fsrB serem ambos 
sobre expressos em urina, na estirpe LN11 
não significa uma maior produção de 
biofilme neste meio, por parte deste isolado, uma vez que é a estirpe  clínica humana MMH594, 
MMH594 LN11 F10
Adesão 0,17 0,14 0,17
Biofilme 0,13 0,12 0,09
0,00
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Figura 13 Adesão Biofilme
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(onde apenas o gene fsrB se encontra com niveis de expressão superiores aos habituais), que 
apresenta valores de formação de biofilme superiores.  A sobre expressão dos dois genes 
parece ter um efeito inibidor na formação de biofilme. Já no meio BHI, o facto de ser apenas 
em MMH594 que se verifica a sobre expressão do gene epa, pode ajudar a justificar a maior 
produção de biofilme comparativamente a LN11.  Neste caso, enquanto que o gene epa é 
sobre expresso, há uma inibição na expressão do gene fsrB cujos produtos seriam o gene da 
gelatinase, que tal como o epa, codifica para proteínas de superfície que estão envolvidas na 
adesão celular.  No entanto, enquanto que o a proteína Epa intervem na síntese dos 
polissacáridos que irão fazer parte da matriz que permitirá a adesão à superficie, a gelatinase, 
consegue degradar compostos como a gelatina e o colagénio, compostos esses que não 
existem na superfície em causa: o poliestireno estéril das placas ELISA. Assim, revela-se a 
importância do gene epa, relativamente ao gene da gelatinase, neste caso, para a formação de 
biofilme.  
5. CONCLUSÕES 
 
 O estudo aqui apresentado reuniu as variadas origens e espécies de enterococos bem 
como algumas das condições ambientais previamente utilizadas noutros estudos e associou-as 
a alguns dos genes potencialmente responsáveis pela produção de biofilmes, demonstrando 
ainda duas abordagens distintas para observação e quantificação dos mesmos.  
 Em termos de conclusões principais, realça-se o facto de em meio controlo 2YT sem 
adição de sal, e a uma temperatura de 37ºC, se registar uma maior capacidade por parte dos 
isolados alimentares em formar biofilme. Facto este que também se verifica em meio skim milk  
quando comparado com o comportamento das estirpes clínicas em meio simulando infecção. 
Conclui-se ainda que  a produção de biofilme depende do meio em questão e não tanto da 
origem do isolado, que  E. faecalis apresenta uma capacidade ligeiramente maior de formação 
de biofilme, relativamente a E. faecium e que factores como uma concentração salina 
aumentada e uma maior acidez do meio, são condicionantes que mostraram ter um efeito de 
diminuição na formação de biofilme, enquanto que a alteração da temperatura para 30ºC faz 
com que esta aumente.Verificou-se ainda que o potencial de virulência das 16 estirpes é 
variável, consoante o isolado, no entanto, semelhante entre grupos de estirpes (no que toca à 
origem do isolado) e que há um aumento dos níveis de expressão de todos os genes em urina, 
bem como em meio BHI. Por fim, verificou-se ainda a importância do gene esp, na medida em 
que, todas as estirpes que o possuem parecem ter uma capacidade de adesão ao poliestireno 
considerável.  
 Os resultados aqui presentes, confirmam alguns dos obtidos em estudos anteriores, e 
são contrários a outras conclusões obtidas, no entanto, uma conclusão comum pode ser 
sublinhada: o facto das estirpes serem capazes de avaliar e “sentir” o meio no qual se 
encontram e modular a sua expressão génica de acordo com o mesmo. Embora não tenha 
havido concordância no que toca à expressão no meio BHI, é notória a capacidade de 
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regulação do “aparelho” de expressão génica, pois há de facto um aumento da expressão nos 
meios que simulam tecidos humanos e condições de infecção, principalmente em urina, tal 
como outros estudos tinham já demonstrado.  
Em termos de estudos a serem realizados, na linha do aqui apresentado, deveria-se 
introduzir aos meios e condições em análise, diferentes concentrações de glucose e ver como 
estas infuenciam a capacidade de adesão, tal como já foi feito noutro estudo, bem como a 
expressão génica. Ainda de realçar o facto de, relativamente à presença do gene da 
gelatinase, e tendo já sido descrito um possível silenciamento do mesmo, e uma não 
concordância de 100% na dualidade presença de gelE produção de gelatinase, era de valor 
a introdução de testes fenotípicos (em placa de gelatina, e em agar skim milk) que 
complementassem a análise molecular, e demonstrassem quer a presença do gene gelE, quer 
a sua expressão. Poderia-se também proceder ao teste de agregação, como teste fenotípico 
da detecção de substância de agregação AS relacionando-o posteriormente com a capacidade 
de produção de biofilme. 
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7. ANEXOS  
 
Tabela suplementar 1: Lista de estirpes utilizadas no estudo 
 
 
 
 
Notas: 
 
 // cedido por Pascale Serror (Unitè des Bactèries Lactiques et Pathogènes Opportunistes, INRA, Jouy-en-Josas, 
França) 
 
+ cedido por Johannes Huebner (Division of Infectious Disease, Children’s Hospital, Harvard Medical School, Boston, 
EUA) 
 
** cedido por Tracy Eaton (Division of Food Safety Sciences, Institute of Food Research, Norwich, Reino Unido) 
 
# cedido por Rob Willems (University Medical Center Utrecht, Utrecht, Holanda) 
 
* DSMZ- Deutsche Sammlung von Mikroorganismken und Zellkulturen GmbH (DSMZ; Braunschweig, Germany. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estirpes em 
estudo Espécie Origem 
E300# Enterococcus faecium # Clínica humana# 
H1881 Enterococcus faecalis Clínica humana (infecção urinária) 
V434 Enterococcus faecalis Clínica veterinária (cão, infecção urinaria) 
V95 Enterococcus faecium Clínica veterinária (cão, infecção urinaria) 
DSMZ5633* Enterococcus raffinosus* Cultura de sangue* 
   
LN11 Enterococcus  casseliflavus Alimentar (leite de Nisa) 
LA78 Enterococcus hirae Alimentar (leite de Azeitão) 
LA160 Enterococcus durans Alimentar (leite de Azeitão) 
LN9 Enterococcus durans Alimentar (leite de Nisa) 
QSE123 Enterococcus faecalis Alimentar (queijo de Serra da Estrela) 
QA29a Enterococcus faecalis Alimentar (queijo de Azeitão) 
QA40 Enterococcus raffinosus Alimentar (queijo de Azeitão) 
QCB54 Enterococcus durans Alimentar (queijo de Castelo Branco) 
Estirpes 
controlo Espécie Origem Controlo 
MMH594// Enterococcus faecalis// Clínica humana (surto hospitalar)// Todos os genes em estudo 
V583+ Enterococcus faecalis+ Clínica humana (surto hospitalar)+ Todos os genes em estudo  excluindo o esp 
F10** Enterococcus faecium** Alimentar (queijo)** Genes acm e efaAfm 
RP62A Staphylococcus epidermidis produtora de Biofilmes Produção de biofilme 
OG1.10 Enterococcus faecalis Clínica humana Genes fsrB e gelE 
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Tabela suplementar 2: primers usados no estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: os primers usados para amplificação dos genes salB, gelE, ebpA, acm, ebpB, ace, ebpC, epa, fsrB, 
sprE foram desenhados através do programa GeneRunner (versão 3.01,Hastings Software, Inc), sendo as 
sequências dos genes obtidas a partir do site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, tendo como base o genoma já 
sequenciado da estirpe V583. 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
Esquema suplementar 1: fórmulas utilizadas no cálculo dos níveis de expressão dos 
genes em estudo. 
 
 
Gene Sequência 
Dimensão 
do produto 
(pb’s) 
Referência 
Multiplex 1 
salB CACAAGCACCAGCAAGCTCAAG 
AGAAGGCGCTGGTGTTGGTTC 221 
este  
estudo 
 
gelE ACCCCGTATCATTGGTTT 
ACGCATTGCTTTTCCATC 
419 
 
ebpA TCCATTTGCAGAAGCAAGAATG 
CCATCCGCCTCTGTTTGAACTC 744 
Multiplex 2 
acm CAGCTTCTGGTGGAGTCAACGG 
GGTCGTTTGCCGTCTTGGTTC 688 
ebpB GCATTAGCAGAGGCATCGCAAG 
CACCGGTTTCTGCTAATTGACG 238 
Multiplex 3 
epa ATTACTATCCATCGCGCTGAAG 
GAGAATCCGATAGCCTGCTTTG 482 
fsrB TTTACGGCCTGTCGCAGGTG CC 
CCTTGGATGACGAGACCGTAG 327 
Multiplex 4 
ace AACAATCAAGACGCAACGAATG 
GGCGACACATGAACTTCTGGC 524 
ebpC GCGCACAGCTCGTGATTCAC 
CGCCACCACCATATTCGTAGC 359 
Multiplex 5 
esp TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 
933 
 
sprE TCCAGGTCGAGATGGCAGTG 
CTGCTGGCACAGCGGATAAAC 485 
agg CGGTACAGTTGGCAGTGTTTCG 
GGCTTGTGGGTCTTTGGCAGAG 
775 
 
(4) 
Multiplex 6 
efaAfs GGCTTCTGGTGCGACGATTG A 
AGCATGCGGATCTTCTGTTTG 
534 
 
(4) 
efaAfm AACAGATCCGCATGAATA 
CATTTCATCATCTGATAGTA 597 
(8) 
Nível de expressão (EL) =  
 
gene virulência x na condição A 
 
 
gene housekeeping na condição A 
Nível de expressão relativo (RER) =  
 
gene virulência x na condição A/gene housekeeping na condição A 
 
 
gene virulência x na condição controlo/gene housekeeping na condição controlo 
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Tabela suplementar 3: Relação entre a expressão génica e a formação de biofilme 
por parte das estirpes MMH594 e LN11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura Suplementar 1: Percentagem de presença dos genes em estudo pelas 16 estirpes 
 
Isolados Meio de crescimento Expressão génica 
Densidade óptica 
Adesão Biofilme 
MMH594 
2YT 0%NaCl pH 7 < expressão geral 0,17 0,13 
2YT 2.5%NaCl pH 7 normal 0,14 0,11 
2YT 5%NaCl pH 7 normal 0,13 0,08 
2YT 6.5%NaCl pH 7 < expressão esp, epa 0,10 0,07 
2YT 0%NaCl pH 6 < expressão gele, esp e fsrb 0,36 0,13 
2YT 0%NaCl pH 7.4 < expressão gele e esp 0,43 0,10 
BHI < expressão fsrb > expressão epa 0,18 0,17 
urina > expressão fsrb normal epa e gelE 0,51 0,26 
soro < expressão geral 0,15 0,24 
LN11 
2YT 0%NaCl pH 7 normal 0,14 0,12 
2YT 2.5%NaCl pH 7 < expressão fsrb 0,27 0,17 
2YT 5%NaCl pH 7 < expressão geral 0,17 0,14 
2YT 6.5%NaCl pH 7 < expressão geral 0,25 0,23 
2YT 0%NaCl pH 6 < expressão geral 0,18 0,18 
2YT 0%NaCl pH 7.4 normal 0,18 0,08 
BHI normal 0,43 0,14 
urina forte > expressão 0,39 0,16 
soro < expressão geral 0,31 0,22 
0,0 0,5 1,0
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ebpB
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